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Náplní diplomové práce bylo otestování využitelnosti metody difúzních cel při studiu vlivu 
reaktivity huminových kyselin na jejich bariérové vlastnosti. Experimentální část práce byla 
zaměřena na otestování sorpčních a bariérových vlastností vzorků 6 huminových kyselin 
o různém způsobu přípravy nebo chemické modifikace. Všechny vzorky byly podrobně 
charakterizovány tradičními instrumentálními technikami strukturní a fyzikálně-chemické 
analýzy (elementární analýza, termogravimetrická analýza, stanovení kyselosti, 
spektrometrické metody). Jako modelová reaktivní sonda při sorpčních a difúzních 
experimentech bylo využito bazické organické barvivo (methylenová modř) a jako nosné 
médium huminových kyselin při experimentech v difúzních celách agarosový hydrogel. Byl 
diskutován vliv interakce mezi difundujícím barvivem a imobilizovanými huminovými 
kyselinami na výsledný efektivní difúzní koeficient barviva v hydrogelu. 
ABSTRACT 
The diploma thesis focuses on utilization of diffusion cells in reactivity mapping study 
on humic acids. In the experimental part, samples 6 humic acids of different origin or 
chemical modification were studied. All the samples were characterized by basic analytical 
and physico-chemical methods (elemental analysis, thermogravimetry, determination of 
acidity, spectrometry). Methylene blue was utilized as a model reactive probe and agarose gel 
as an inert support medium. An effect of interactions between humic acids and methylene 
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Huminové látky jsou přírodní látky, které se vyskytují v půdách, sedimentech a vodách. 
Jsou tvořeny několika frakcemi s odlišnými vlastnostmi, které jim dávají možnosti je využít 
v širokých oblastech průmyslu, zemědělství a ekologie. Díky jejich vysokým sorpčním 
schopnostem mohou být použity při výrobě léčiv a ochrany životního prostředí. 
Hlavní složkou huminových látek jsou huminové kyseliny, které jsou jejich 
vysokomolekulární složkou. Huminové látky tvoří komplexy různými nízkomolekulárními 
látkami, např. s přechodnými kovy, pesticidy, organickými barvivy, protože obsahují ve své 
struktuře aromatické cykly a funkční skupiny – především karboxylové a fenolické. Tato 
vlastnost je výhodná k možnému uplatnění huminových kyselin jako imobilizátoru polutantů 
v půdách a vodách. Nejčastěji se využívají huminové kyseliny ve formě pevných huminových 
kyselin nebo jejich koloidních roztoků. Použití gelové formy huminových kyselin je ve stádiu 
zkoumání, protože využití gelové formy pro studium difúzních procesů je výhodnější. Lze 
snadno připravit a dobře simuluje přírodní podmínky. V poslední době se stále více 
pozornosti věnuje hydrogelovým formám huminových látek a jejich uplatnění 
v environmentální a agrochemické oblasti. V hydrogelu jsou huminové látky homogenně 
distribuovány, jako v roztoku, na rozdíl třeba od suspenze, ale imobilizované v pevné matrici, 
takže se s nimi lépe pracuje. 
Ke studiu reaktivity huminových látek se běžně používají klasické sorpční experimenty. 
Reagující látka sorbuje z roztoku na pevnou fázi (suspenzi) nebo na rozpuštěné huminové 
látky (roztok, sol), nás zajímá pouze to, jak rychle z tohoto roztoku reagující látka ubývá 
(kinetické experimenty), resp. jak se nakonec rozdělí mezi huminové kyseliny a okolním 
roztokem (rovnovážné experimenty). Nevýhodou těchto experimentů je, že nám nic neřeknou 
o tom, jak tato interakce ve výsledku ovlivní transport sorbované látky v systému, ve kterém 
se huminové látky nacházejí a to nás přesně zajímá s ohledem na přirozenou funkcí 
huminových látek. Nejvíce nás zajímá, jestli interakce zpomaluje průchod sorbované látky 
přes systémy s obsahem huminových látek, případně jak moc. To by mělo vrhnout větší světlo 
na „bariérové“ vlastnosti huminových látek v přírodě (zamezení průsaku polutantů přes 
organickou hmotu do podzemních vod atd.). Proto se v poslední době začali zavádět 
jednoduché difúzní techniky do studia reaktivity huminových látek.   
Hlavní náplní diplomové práce bylo zjistit, jestli metoda difuzních cel je citlivá 
na reaktivitu, jestli se projeví rozdíly u huminových látek (6 vzorků), které mají prokazatelně 
odlišné sorpční vlastnosti a jestli získané difúzní parametry jednoduše korelují se sorpčními 
parametry, nebo jestli je ten vliv obecně složitější. Bylo studováno 6 vzorků huminových 
kyselin, které byly připraveny různými metodami, pro studium difúze a sorpce bylo vybráno 
barvivo methylenové modři, jelikož není agresivní k měřícím přístrojům. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Huminové látky 
2.1.1 Úvod o huminových látkách 
Huminové látky (HL) jsou nejrozšířenější organické látky v přírodě. Množství uhlíku 
vázaného v huminových kyselinách obsažených v půdě, rašelině a uhlí je skoro čtyřikrát vyšší 
než obsah uhlíku vázaný v organických látkách veškerých rostlin a živočichů na světě. Tvoří 
specifickou vysoce molekulární skupinu tmavě zbarvených hmot vzniklých rozkladem 
organických zbytků odumřelých živočišných a rostlinných tkání, resp. syntézou z produktů 
tohoto rozkladu. Tento proces se nazývá humifikace. [1] 
HL se přirozeně vyskytují v sedimentech, zeminách, rašelině, hnědém uhlí, lignitu 
a v některých dalších materiálech. Obsah HL v přírodě kolísá od stopových množství (písky, 
jíly), přes jednotky procent (běžné zeminy) až k desítkám procent (lignit, hnědé uhlí). 
Přibližné zastoupení HL v různých zmiňovaných materiálech uvádí tab. 1. [2, 3] 
Tab. 1  Zastoupení HL na celkové hmotě u vybraných materiálů v hmot. % [3] 
Zastoupení HL na celkové hmotě materiálu 
zdroj hmotnostní % 
leonardit, lignit 40 − 85 
rašelina 10 − 40 
hnědé uhlí 10 − 30 
hnůj 5 − 15 
kompost 2 − 5 
půda, usazeniny 1 − 5 
antracit 0 − 1 
 
2.1.2 Dělení huminových látek 
HL se dělí do tří skupin podle rozpustnosti v kyselinách a bázích na: [3]  
• fulvinové kyseliny (FK) – jsou rozpustné v alkalických i kyselých roztocích, 
• huminové kyseliny (HK) – frakce HL, která je rozpustná při pH vyšším než 2, při 
nižším pH se sráží, 
• huminy – frakce HL, která není rozpustná ve vodě za jakýchkoliv podmínek. 
Obr. 1 uvádí měnící se vlastnosti HL od FK přes HK až po huminy. FK jsou nejsvětlejší 
(žluté až žlutooranžové), HK jsou tmavší než FK (hnědé až šedočerné) a huminy jsou 
nejtmavší (černé). Různé zbarvení frakcí HL souvisí s dalšími vlastnostmi, jako 
je molekulová hmotnost, obsah základních prvků a funkčních skupin. Molekulová hmotnost 
roste od FK přes HK k huminům a pohybuje se v rozmezí 2 000 – 300 000 g/mol [4]. Obsahy 
prvků v FK a HK uvádí tab. 2, větší množství uhlíku obsahují HK, FK obsahují větší 




2.1.3 Struktura a vlastnosti huminových látek
HL mají charakter amorfníc
množství vody, v roztoku se chovají jako lyofobní koloidy s
Struktura HL je rozmanitá a neustále se zkoumá. Znalost stavby H
funkce a role těchto látek v půdě
Uhlík a kyslík jsou hlavní prvky v
síra a fosfor. Aromatické a alifatické 
Kyslík je obsažen v etherových
Obsah základních prvků v FK a HK udává tab. 2. [3]





odhadnout zastoupení funkčních skupin v
obsah cukerných složek a karboxylových skupin a 
Z rozdílu celkového obsahu kyslíku v 
a karboxylových skupinách vyplývá, že 
Z dalších atomových skupin byla prokázána skupina methoxy
Přibližně 85% z celkového množství kyslíku je obsaženo ve funk
část kyslíku je vázána v cyklické form
tab. 3. [8] 
 
 
než HK, a proto jsou 
  Barevnost huminových látek [5] 
 
h sloučenin a při karbonizaci produkují CO
 velkou sorp
L je nutná k
. [4, 6] 
 HL. Dalšími prvky v jejich struktuře jsou vodík, dusík, 
části obsahují nejvíce uhlíku a tvoří základ
 můstcích, ale hlavně v kyslíkatých funkč
 
 půdy 
elementární složení v hmotnostních % 
C H O N 
44 − 49 3,5 – 5,0 44 − 49 2,0 − 4,0 
52 − 62 3,0 – 5,5 30 − 33 3,5 – 5,0 
 
 se často udávají v poměrech C/H a C/O a díky tomu lze 
 HL. Nižší hodnoty těchto pomě ů
 nižší stupeň kondenzace a
HK a obsahu kyslíku v
část kyslíku je vázána ještě jiným zp
− a skupina 
čních skupinách, zbývající 
ě. Procentuální zastoupení funkčních skupin udává 
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2. Obsahují velké 
ční schopností. 
 pochopení 
ní kostru HL. 
ních skupinách. 
[3] 
r  naznačují vyšší 




 Tab. 3  Procentuální obsah funk
Zastoupení funk
Přesný strukturní vzorec HL nelze prakticky vytvo
konstituentů. Publikované vzorce slouží jako tzv. hypotetické vzorce. Tyto hypotetické vzorce 
byly odvozeny na základě elementárního složení, znalostí funk
rozkladu, spektrálních dat a fyzikálních
Obr. 2 Historický model struktury HK podle Stevensona 
Obr. 3 Moderní (Steelink
HK považujeme za chemické látky složené ze základních jednotek, které vznikly 
kondenzací nebo polymerací jednodušších základních složek. V
aromatické kruhy, které jsou vázané p
(aminový), −(CH2)n− (alkylový) a −O− (etherový). HK také obsahují karboxylové, fenolické 
čních skupin v FK a HK [9
čních skupin v hmot. % 
 HK FK 
−COOH 4,4 2,1 
−OH (alkohol) 3,3 3,9 
−OH (fenol) 1,9 4,0 
C=O 1,2 1,4 
−OCH3 0,3 0,4 
 
řit a to z důvodu různorodosti 
čních skupin, produkt
 vlastností zkoumaných látek. [6] 
(1982
 
ův) model HK a jeho nejpravděpodobnější konformace
 jádru své struktury obsahují 











a chinonové části. Struktura může obsahovat kovalentně vázané cukry nebo peptidy 
(viz Obr. 2). [8, 11] 
Tradiční makromolekulární přístup ke struktuře HK uvažuje tyto materiály jako polymerní 
struktury s vysokou molekulární hmotností (viz Obr. 2). Rozvoj analytických metod 
v posledních desetiletích, vedl ke kontroverzi mezi polymerními představami a struktuře HK 
a nově získanými experimentálními výsledky. Celá řada autorů přišla přibližně ve stejnou 
dobu s podobným vysvětlením, např. Havel a kol. [12] nebo Simpson [13]. Podle autorů jsou 
přírodní HL supramolekulární agregáty relativně nízkomolekulárních substancí, které se mezi 
sebou váží nekovalentními interakcemi. Příklad běžně používaného Steelinkova modelu HK 
uvádí Obr. 3. Ve struktuře jsou naznačená chirální centra, díky kterým vznikají řady 
stereoizomerů. Nejpravděpodobnější konformace vypočtená pomocí molekulové dynamiky 
je uvedena na stejném obrázku. [10] 
Jednotlivé funkční skupiny HK mají velkou rozmanitost při vázání. Karboxylová skupina 
se může připojit na aromatické kruhy a alifatické části. Aminy se ve struktuře vyskytují 
ve formě primární (−NH2), sekundární (−NH−) nebo terciální (−N=).  Kyslík se vyskytuje 
jako etherový můstek, nebo se váže na aromatické jádro jako chinon a je také zastoupen 
ve funkčních skupinách. [9] 
HK jsou směsí různých složek, které se liší ve svých fyzikálních a chemických 
vlastnostech. Jsou to amorfní látky, které se dělí na frakce lišící se velikostí částic 
a elementárním složením. Z roztoků se srážejí kyselinami, kdy vzniká tmavohnědá sraženina. 
V etanolu jsou nerozpustné. HK jsou slabě disociované vícesytné kyseliny s hodnotami 
disociačních konstant do prvního stupně v rozmezí od 10−4 do 10−5. HK se chovají jako 
micelární koloidy, kdy koloidní částice mají záporný náboj a izoelektrický bod leží v kyselé 
oblasti. Tvoří pravé roztoky v silně alkalickém prostředí. Ke koagulaci může docházet 
v přírodních vodách, které obsahují velké koncentrace vápníku a hořčíku. Proto bývá v těchto 
vodách koncentrace HL velmi nízká. [8] 
Charakteristickou vlastností HL je heterogennost, podmíněná přítomností složek v různém 
stupni humifikace humusotvorného materiálu s různým chemickým složením. Heterogennost 
určuje kolísání vlastností HL, a proto i možnost jejich rozdělení na víc složek a frakcí, které 
mají shodnou stavbu, ale liší se prvkovým složením, stupněm disperzity, pohyblivostí, 
rozpustností a funkcí v půdě. [8] 
2.1.4 Využití huminových látek 
Dříve se HL využívaly nejvíce v energetice, protože tvoří hlavní složku mladších uhlí. 
Ale z nutnosti nahrazování fosilních paliv ekologičtějšími zdroji energie bylo spalování uhlí 
v tepelných elektrárnách omezováno, a proto došlo k rozsáhlému výzkumu věnovanému 
dalším možnostem využití HL v jiných oblastech lidské činnosti. Využití těchto látek lze 
rozdělit do čtyř hlavních oblastí: [2, 7] 
• aplikace v zemědělství – využívají se především díky pozitivnímu vlivu na 
struktury půd, ve kterých pomáhají vzniku pórů, obsah živin, které z půd přenášejí 
a zadržování vody v půdách. Dále jsou energetickým základem biologických 
procesů, které se dějí v půdách, disponují vlastnostmi fyziologicky aktivních látek 
řídících růst a vývoj rostlin a také mají velký vliv na úrodnost. HK také stimulují 
vývoj mikroflóry v půdách. HL hromadí velké množství reziduí pesticidů, které 
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jsou toxické, a proto také z tohoto důvodu jsou používány jako přísada hnojiv. HK 
jsou schopny snížit vysoké množství soli v půdě a tím i její toxicitu. Zejména 
snížení množství čpavku má velký význam pro mladé rostliny, které se používají 
jako krmiva při živočišné výrobě. [3, 7, 14]  
• průmyslové využití – zatím ve fázi výzkumu, ale existuje mnoho odvětví, kde se 
dají vlastnosti HL využít, jako je výroba pigmentů do inkoustů, cementových 
aditiv, změkčovadel, využití v elektrochemických procesech atd. [7] 
• ochrana životního prostředí – HK mají významné vlastnosti, které lze použít při 
odstraňování detergentů, pesticidů, barviv, těžkých kovů, kyanidů, polycyklických 
sloučenin atd. z půd a vod. Jsou to vlastnosti jako vázat kovy, oxidy a hydroxidy 
kovů. Obsah HL ve vodě se projeví jejím zbarvením do žluta až hněda a také 
zápachem. Z hygienického hlediska jsou HL málo závadné. [7, 15] 
• aplikace v lékařství a biomedicíně – HL v těle fungují jako přepravci a čističe 
organických sloučenin a jiných buněčných živin. Jsou to chelátové molekuly, které 
mohou dále chelatovat a tím přeměnit záporné činitele na kladné. Tímto způsobem 
mohou být nežádoucí volné radikály začleněny do život udržujících a snadno 
absorbovatelných živin. Pokud není složení volného radikálu prospěšné, tak je tento 
volný radikál chelatován, uvolněn a odstraněn z těla jako odpad. HL můžeme také 
využít v kosmetice k přípravě krémů a terapeutických lázní. [16]  
2.1.5 Reaktivita huminových kyselin 
Ve struktuře HK je mnoho funkčních skupin, které reagují s různými polutanty v prostředí, 
zejména pak s radionuklidy, kovovými ionty a toxickými organickými látkami (viz kapitola 
2.1.3). Abychom mohli toto vzájemné působení popsat, musíme znát vazebné interakce těchto 
látek s kontaminanty. Pravděpodobné vazebné interakce můžeme odvodit především pomocí 
známých struktur a některých dalších vlastnosti HL. Na základě dostupných informací o HL 
předpokládáme několik typů vazebných interakcí mezi HL a cizorodými látkami. [2, 17] 
Hydrofobní interakce 
Tyto interakce vznikají při kontaktu nepolárních skupin (např. alkylových) nesených 
molekulami, které se vyskytují ve vodném roztoku, kdy tyto interakce mohou např. vycházet 
z působení Van de Waalsových sil nebo přesunu π-elektronů. Hydrofobní interakce jsou 
nejčastěji předpokládanou vazebnou interakcí HL s hydrofobními a alifatickými 
kontaminanty. Tato interakce např. vysvětluje skutečnost, že insekticid parathion ztrácí 
v přítomnosti HL část své toxicity. [2, 17] 
Iontová vazba 
Působením elektrostatických sil mezi fixními náboji přítomných funkčních skupin a ionty 
vyskytujícími se v roztoku vzniká iontová vazba. Vznik elektrostatické vazby se dá u HL 
předpokládat např. v případě alkalických kovů a amoniaku. [2, 17] 
Koordinační vazba 
Koordinační vazba mezi makromolekulární matricí HL a ionty kovů schopných tento typ 
vazeb vytvářet je nejdůležitějším typem vazebné interakce z hlediska imobilizace toxických 
kovů. Potenciál ke vzniku koordinačních vazeb je zde dán značným zastoupením 
karboxylových, fenolických a dalších funkčních skupin ve struktuře HL. Tvorba vazeb mezi 
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kovy a HK je také značně ovlivňována hodnotou pH a tím i mírou disociace těchto funkčních 
skupin. Ve slabě kyselé oblasti se na vzniku koordinačních vazeb podílí hlavně karboxylové 
skupiny, při pH vyšším než 7 a po disociaci protonu z fenolického hydroxylu se přidávají 
významně i tyto funkční skupiny. Stabilita vznikajících komplexů se vzrůstem pH stoupá a to 
zejména u těch iontů (např. Cu2+), které tvoří silně karboxylát-fenolické komplexy. [2, 17] 
Kovalentní vazba 
Může vznikat nekatalyticky nebo katalyticky s využitím aktivity enzymů. Možnost vzniku 
kovalentní vazby mezi makromolekulární strukturou HL a kontaminantu je z praktického 
hlediska předpokladem pro imobilizaci kontaminantu. V této souvislosti je důležité, jestli 
proces vůči vzniku kovalentní vazby můžeme považovat za reverzibilní nebo 
ireversibilní. [2, 17] 
Vodíkové můstky 
Vznik vodíkových můstků můžeme předpokládat na základě prokázané přítomnosti 
některých funkčních skupin (amidová, laktamová, nitrilová). Vodíkové můstky se i přes svůj 
nízký energetický obsah mohou značně podílet na vazebných schopnostech mezi HL 
a kontaminanty. Uplatňují se např. pro iminoskupiny v molekulách herbicidů. [2, 17] 
2.1.6 Metody charakterizace huminových kyselin 
K charakterizaci huminových kyselin lze použit několik metod. Nejvíce používané jsou 
elementární analýza, termogravimetrická analýza, infračervená spektroskopie a UV−VIS 
spektroskopie.  
Termogravimetrická analýza (TGA) 
TGA je metoda termické analýzy definovaná jako technika, při níž se studuje změna 
hmotnosti vzorku nejčastěji v závislosti na teplotě. Vzorek je vždy vystaven danému řízenému 
teplotnímu programu. Výsledky se prezentují jako závislost úbytku hmotnosti látky na teplotě 
nebo čase. Schodek na záznamu představuje úbytek hmotnosti. [18]  
TGA představuje rychlý, přesný a velmi atraktivní přístup k výzkumu komplexních 
materiálů jako jsou HL. TGA se využívala téměř vždy ke stanovení obsahu vlhkosti a popele 
při studiu HL. Někteří vědci použili tuto metodu k charakterizaci a studiu strukturních změn 
HK. Termogramy a jejich první derivace, které zdůrazňují změnu signálu, poskytují 
a významné informace o tepelné stabilitě HL. Rozdíly na křivkách tepelné degradace vzorků 
HK jsou pravděpodobně způsobeny rozdílným stupněm humifikace, odlišnými chemickými 
a biologickými formujícími cestami, které mohou ovlivnit výslednou strukturu HL. [19, 20] 
Titrační metody 
Chování huminových látek ve vodných roztocích, stejně jako jejich schopnost 
komplexovat celou řadu látek (iontů těžkých kovů apod.) jsou výrazně ovlivněny obsahem 
kyselých, především karboxylových a fenolových, funkčních skupin v jejich struktuře. 
Ke studiu kyselosti a disociačních rovnováha se tradičně používají acidobazické titrace. Jako 
titrační činidlo se nejčastěji používá NaOH nebo Ba(OH)2. Předpokládá se disociace 
koncentrovaných funkčních skupin, jako jsou COOH skupiny, enolické a fenolické OH 
skupiny a za určitých podmínek také aminoskupiny. [21] 
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Riggle a von Wandruszka navrhli metody ke stanovení obsahu kyselých skupin v HL [22]. 
Při této metodě se vzorek rozpustí v nadbytku NaOH a titruje roztokem HCl. Na začátku 
titrace dochází k prudkému poklesu vodivosti v důsledku poklesu koncentrace nadbytečných 
hydroxidových iontů. Po ztitrování nadbytečného množství hydroxidů, lze pozorovat 
pozvolný nárůst vodivosti až do okamžiku, kdy je přidáno ekvivalentní množství HCl 
ke všem kyselým skupinám v systému. Další přídavky HCl vedou ke zvýšení koncentrace 
volných H+ iontů, které mají vysokou molární vodivost a způsobují tudíž prudký nárůst měrné 
vodivosti. 
K určení zdánlivé disociační konstanty se obvykle používá Henderson-Hasselbachova 
metoda, která je popsána v práci [23] rovnicí: 
pH = p − log 
1 − 
 (1) 
kde pKa je zdánlivá disociační konstanta a α je stupeň disociace. 
Stupeň disociace α může být vyjádřen z titrační křivky pro celkovou kyselost:  

 =  ∙  + H ∙  +  ∙   (2) 
kde cNaOH je molární koncentrace odměrného roztoku, VNaOH je jeho objem, Vsusp je objem 
suspenze před titrací, [H+] je koncentrace H+ iontů, bc je celková kyselost a mHK je navážka 
vzorku huminové kyseliny pro titraci. 
Titrační křivka podle Hendersona-Hasselbacha se vyjadřuje jako závislost pH na log  !" #.  
Pro stanovení karboxylové kyselosti HK se nejčastěji používá nepřímá metoda titrace. 
To znamená ke stanovení počtu molů karboxylových skupin na gram HK. Principem metody 
je interakce mezi stanovovanou HK a octanem vápenatým, dochází tím k tvorbě kyseliny 
octové. Vápenaté ionty octanu vápenatého se nahradí vodíky z karboxylových skupin. Vzrůstá 
acidita roztoku. Kyselina octová je dále titrována roztokem hydroxidu sodného o známé 
koncentraci. Z výsledků lze vypočítat množství molů COOH skupin na množství 
HK. [6, 9, 24] 
UV−VIS spektroskopie 
Podstatou UV−VIS spektroskopie je absorpce ultrafialového a viditelného záření 
zředěnými roztoky molekul. Během absorpce dochází k excitaci valenčních elektronů, které 
jsou součástí molekulových orbitalů. Proto molekulová absorpční spektra v UV−VIS oblasti 
jsou v podstatě elektronová spektra. [25] 
Měření absorbance se nejčastěji využívá k určení koncentrace sloučenin s chromofory. 
Používá se obvykle metoda kalibrační křivky. UV−VIS spektroskopie je využívána 
v průtočných celách detektorů různých separačních metod. Měří se buď při vhodné vlnové 
délce, nebo jsou snímána celé spektra v krátkých časových intervalech. [26] 
Ve viditelné oblasti (400 – 800 nm) jsou adsorpční spektra neutrálního, alkalického 
i kyselého roztoku HK nepodstatná. Neukazují se žádná maxima ani minima. [6] 
UV−VIS spektroskopie je nejčastěji využívána pro charakterizaci kvality HL. HK mají 
vysokou schopnost světelné absorpce v UV−VIS oblasti, proto lze použít elektronová 
absorpční spektra pro jejich charakterizaci a přibližně určit jejich chemickou strukturu a jejich 
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typy vazeb. Spektrální čáry představují závislost absorbance HK na vlnové délce a jejich tvar 
závisí na chemickém složení HK. Čím více klesá absorbance roztoku HK, tím strmější tvar 
křivka má a tím vyšší hodnoty má barevný index (E4/6). Hodnota barevného indexu neboli 
humifikačního indexu E4/6 je dána poměrem absorbance HK při vlnové délce 465 nm 
a 665 nm. Z rozdílu logaritmů absorbancí HK při vlnových délkách 400 nm a 600 nm 
se počítají hodnoty ∆ log K. [9] 
Infračervená spektroskopie 
Používá se k měření a vyhodnocování absorpčních spekter molekul, které absorbují záření 
o vlnové délce v rozmezí 800 – 100 µm, tj. o vlnočtu 12 000 – 10 cm−1. [27] 
Infračervené záření má větší vlnovou délku a nižší energii než UV−VIS záření. Během 
absorpce infračerveného záření se mění rotační a vibrační stavy molekul. Vzhledem k tomu, 
že vibrační hladiny molekul jsou kvantovány, není spektrum spojité, ale skládá se ze souboru 
tzv. diskrétních pásů. Spektrum vzniká pomocí interakcí oscilujícího elektrického vektoru 
infračerveného paprsku s vibračně oscilujícím dipólovým momentem. Z toho vyplývá 
základní výběrové pravidlo pro IR absorbanci – ze všech možných vibračních pohybů 
molekul mohou být aktivní pouze ty, při nichž se mění dipólové momenty molekul. [27] 
Relativní nezávislost vibrací jednotlivých částí molekuly (funkční skupina) na ostatních 
molekulových vibrací je základ pro využití IR spektroskopie ve strukturní analýze. 
V důsledku toho mají různé funkční skupiny relativně stálé vibrační frekvence bez ohledu 
na to, v jakých organických skeletech jsou přítomny. [26, 28, 29] 
Infračervená spektroskopie poskytuje velké množství informací o významných skupinách 
atomů a typů vazeb, jako jsou hydroxylové skupiny, ketonické skupiny a jiné. Dále informuje 
o pozici vybraných skupin v molekule HL. Tato metoda se hojně využívá k charakterizaci 
látek a tím získáváme důležité doplňující informace o struktuře HK. [29] 
Ke zjednodušení a zkvalitnění měření IR spekter přispěla Fourierova transformace. FTIR 
spektrometry jsou přístroje pracující na principu interference spektra, které měří na rozdíl 
od disperzních přístrojů interferogram modulovaného svazku záření po průchodu vzorkem. 
Při měření dopadá na detektor vždy celý svazek záření. Toto uspořádání umožňuje 
experimenty, při nichž dochází k velkým energetickým ztrátám. FTIR spektrum umožňuje 
mnohem vyšší rozlišení než klasické IR spektrum. [30] 
Charakterizací huminových kyselin pomocí FTIR spektroskopie se věnují např. autoři 
v [31 – 34] Obecně se ve spektru HK objevuje nejširší pás kolem 3 400 – 3 000 cm−1, který 
odpovídá alkoholovým nebo fenolovým skupinám −OH a aminové nebo amidové skupině 
−NH. Soubor pásů mezi 1 800 – 1 600 cm−1 náleží skupinám C=O ze skupiny karboxylové 
kyseliny COOH. Substituované nebo nesubstituované amidy se ukazují v oblasti 1 660 –
 1 640 cm−1 a skupina –NH v rozmezí 1 540 – 1 500 cm−1. Pík mezi 1 400 – 1 450 cm−1 
znamená přítomnost alifatických C−H vazeb ze skupin CH2 a CH3. 
2.2 Hydrogely 
2.2.1 Disperzní systémy 
Disperzní systémy obsahují nejméně dva druhy hmoty a to buď dvě fáze nebo dvě složky, 
kdy jeden typ je rozptýlen ve druhém ve formě více nebo méně jemných částic. Disperzním 
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podílem se označuje rozptýlený druh a disperzní prostředí je druh, u kterého jeho spojitost 
zůstává nezměněna. Disperzní systémy dělíme podle počtu fází, velikosti částic, tvaru částic 
nebo podle skupenství disperzního podílu a disperzního prostředí. [35] 
Dělení podle počtu fází 
Disperzní systémy dělíme podle počtu fází na homogenní soustavy a heterogenní soustavy. 
V homogenních soustavách disperzní prostředí a podíl utváří jednu fázi (např. analytické 
a lyofilní koloidní roztoky). Zatímco v heterogenní soustavě fázový rozdíl odděluje disperzní 
prostředí od disperzního podílu (např. mlhy, pěny, emulze, lyofobní soly). [35] 
Dělení podle velikosti částic 
Dále se dělí podle velikosti částic na analytické disperze, koloidní disperze a hrubě 
disperze. [35]  
V analytických disperzích je průměr částic menší než 10−9 m, částice obsahují 1 až 103 
atomů, jejich stavba a velikost je stejná, nevidíme je ani v elektrickém mikroskopu, prostupují 
filtračním papírem i membránami, vzbuzují velký osmotický tlak, nesedimentují ani 
v ultracentrifuze, rychle difundují, vznikají samovolným rozpouštěním, jsou homogenní 
a stálé. [35] 
Koloidní disperze mají průměr částic 10−9 až 10−6 m, částice obsahují 103 až 109 atomů, 
jejich systém je polydisperzní, jsou viditelné v elektronovém mikroskopu a ultramikroskopu, 
disperze často průhledné, barevné, v bočním osvětlení opaleskují, prostupují filtračním 
papírem ale ne všemi membránami, vzbuzují malý osmotický tlak, pomalu sedimentují, 
pomalu difundují, podle vzniku a stability jsou rozdělovány na lyofilní a lyofobní disperze. 
Lyofobní disperze nevznikají samovolně, srážením nebo umělým dispergováním, stárnou, 
sedimentují, koagulují a jsou heterogenní. Lyofilní disperze vznikají samovolně, 
rozpouštěním jako pravé roztoky, svou stabilitou připomínají pravé roztoky a jsou 
homogenní. [35] 
Průměr mikro částic v hrubých disperzích je 10−6 až 10−5 m a průměr makro částic je větší 
než 10−5 m, částice obsahují více než 108 atomů, systém je většinou silně polydisperzní, 
viditelné okem nebo optickým mikroskopem, disperze zakalené, neprůhledné, neprocházejí 
filtračním papírem ani membránami, nevyvolávají osmotický tlak, sedimentují rychle, 
nedifundují, netvoří se samovolně, ale mechanicky rozmělněním disperzního podílu, nestálé, 
sedimentují, koagulují a jsou heterogenní. [35] 
Dělení podle tvaru částic 
Podle tvaru částic disperze dělíme na lobulárně disperzní soustavy, laminárně disperzní 
soustavy a v neposlední řadě na fibrilárně disperzní soustavy. [35] 
Globulárně disperzní soustavy obsahují izometrické částice. Laminárně disperzní soustavy 
obsahují anizometrické částice a jeden rozměr částic je řádově menší než ostatní. Fibrilárně 
disperzní soustavy obsahují anizometrické částice a jeden rozměr částic je v jednom směru 
řádově vyšší než ostatní. [35] 
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2.2.2 Charakterizace gelů 
Gel je koloidní systém, v němž disperzní podíl tvoří trojrozměrnou síť, která proniká celým 
disperzním prostředím. Disperzní prostředí i disperzní podíl jsou tedy spojité. Disperzní 
částice se nemohou disperzním prostředím pohybovat po spojení do síťové struktury. 
Příkladem běžného gelu je želatina. Gel jako takový obsahuje kapalné disperzní prostředí 
(lyogel), ale v širším slova smyslu jsou mezi gely zahrnovány také xerogely, které vzniknou 
odstraněním disperzního prostředí z lyogelů. Adhezní síly váží částice v gelu chemickým 
nebo fyzikálním způsobem. [5, 36] 
2.2.3 Dělení gelů 
Gely nejčastěji dělíme podle chování ve vysušeném stavu na reverzibilní gely 
a ireverzibilní gely. Ale můžeme je také klasifikovat podle jiných hledisek. Podle charakteru 
disperzního prostředí na hydrogely a organogely. Hydrogely mají disperzní prostředí vodné, 
zatímco organická látka tvoří disperzní prostředí v organogelech. [36] 
  Dále gely dělíme podle povahy sil, které drží síťovou strukturu na fyzikálně síťované gely 
a gely s kovalentní vazbou. A podle chemického složení disperzního podílu na anorganické 
gely a organické gely. [36] 
Izogely jsou zvláštní typ makromolekulárních gelů, ve kterých je disperzní prostředí 
monomerem disperzního podílu např. polystyren ve styrenu. [36] 
2.2.4 Vznik gelů 
Gely mohou vznikat z roztoků, kdy dojde ke změně fyzikálního stavu roztoku nebo 
důsledkem chemické reakce. Reverzibilní gely vznikají i z pevného stavu tzv. botnáním, 
ke xerogelu se přidá rozpouštědlo. [35] 
Gelaci lze spustit procesem gelatinizace roztoku pozměněním fyzikálního stavu, 
chemickou reakcí nebo botnáním xerogelu. Gelace je bod, kdy vzniká nekonečná 
trojrozměrná síť. Při postupující gelaci roste hmotnost sítě a ubývá rozpouštědlo. [5] 
2.2.5 Vlastnosti gelů 
Vlastnosti gelů můžeme rozdělit na mechanické vlastnosti, elektrickou vodivost 
a difuzivitu, anizotropii gelů, optické vlastnosti vysokomolekulárních lyogelů a stárnutí 
gelů. [35] 
Mechanické vlastnosti 
I když je disperzní prostředí kapalné, mechanické vlastnosti gelů jsou charakteristické pro 
tuhý stav. Odolávají tečnému napětí až do určité hodnoty, pod kterou se chovají jako elastické 
tuhá tělesa. Jestliže není napětí příliš velké, nedeformují se trvale, ale vratně neboli elasticky. 
Hodnota kritického napětí záleží na koncentraci uzlů, na jejich pevnosti a na druhu spoje. 
Chemické spoje mají menší pevnost než spoje fyzikální. Některé reverzibilní i ireverzibilní 
gely s fyzikálními spoji mají tixotropní vlastnosti. Síly poutající původní disperzní prostředí 
jsou slabé, a proto lze prudkým protřepáním tyto gely převést na sol. Třepáním se ruší slabé 
vazby mezi částicemi. Jestliže necháme tekutý sol v klidu, vazby se obnoví a dochází ke 
vzniku nového gelu. [35]  
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Elektrická vodivost a difuzivit 
Disperzní prostředí gelu obsahuje disociované nízkomolekulární elektrolyty a elektrická 
vodivost v něm zůstává skoro stejně vysoká jako v původním solu, ze kterého tento gel 
vznikl. Difuzivita nízkomolekulárních látek je také o něco menší než v solu, i když při gelaci 
vzrostla viskozita systému. Malé molekuly a ionty rozpuštěných látek se pohybují 
v disperzním prostředí mezi síťovím disperzního podílu téměř stejně rychle jako v solu. 
Difuzivita nízkomolekulárních látek není díky síťovité struktuře ovlivňována prouděním ani 
tepelnými konvekcemi. Nerušená difúze v gelech umožňuje vznik tzv. Liesegangových 
obrazců. Když do gelu s nízkomolekulární látkou difundujeme další, která s ní tvoří 
nerozpustnou sraženinu, probíhá srážení, ale jen v některých místech systému. Tyto místa 
se střídají s místy, kde se sraženina netvoří. Tímto způsobem vznikly např. barevné proužky 
v achátech, kdy se tvořily z gelu kyseliny křemičité. [35, 37] 
Anizotropie gelů 
Skoro všechny gely v rostlinách a v živočišném těle vykazují anizotropii, která 
je zapříčiněná různými podmínkami při tvorbě gelů. U umělých gelů je příčinou anizotropie 
nerovnoměrná objemová kontrakce při vysoušení nebo deformace při tvorbě gelu. [37] 
Optické vlastnosti vysokomolekulárních lyogelů 
Ztuhnutím vysokomolekulárního roztoku vznikne gel a vzroste intenzita tzv. Tyndalova 
jevu. Rentgenogram vysokomolekulárního roztoku je typický pro amorfní kapalinu. 
V průběhu gelace se u téměř všech vysokomolekulárních systémů objevují první soustředné 
kruhy, které indikují vznik krystalů. Krystaly jsou orientovány všemi směry v prostoru, 
a proto vzniknou nepřerušované kruhy. Na rentgenogramu gelu podrobeného jednostrannému 
tahu se kruhy rozruší a objevují se přerušované oblouky, krystaly nejsou orientovány všemi 
směry, ale pouze ve směru tahu. [37] 
Stárnutí gelů 
U reverzibilních i ireverzibilních čerstvých gelů dochází k mnoha samovolným dějům, 
protože nejsou v termodynamické rovnováze. Při stárnutí roste s časem počet styčných bodů, 
síťovitá struktura se smršťuje. Část přítomné kapaliny, pro kterou není v gelu místu, 
je vytlačena a z gelu vytéká. Tento jev nazýváme synereze. Je podporován teplotou 
a přidáním elektrolytů. [35] 
2.2.6 Agarosové gely 
Agarosa je polysacharid střídavě složený z galaktózových a 3,6 – anhydrogalaktózových 
podjednotek. Je nenabitá, ale může obsahovat příměsi nabitých sulfátových nebo 
pyruvátových skupin. Našla řadu praktických uplatnění v laboratorní praxi, vytváří síťovitý 
materiál, v němž může být realizována elektroforéza, imunodifúze, gelová filtrace nebo 
afinitní chromatografie. Agarosa vytváří termoreverzibilní relativně křehký čirý gel 
a nejčastěji se uplatňuje jako želírovací a zahušťovací prostředek do cukrovinek, do mléčných 
a mastných výrobků, do náplní pečiva, do pomazánek, nápojů atd. Gel při dostatečném 
zahřívání může zkapalnit a při chlazení se vrací zpět do stavu gelu. Agarosové gely lze 
připravit již při koncentracích 0,04 %. [38, 39] 
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Agarose se připravuje čištěním agaru. Agar je síť bez náboje složená z prvků zvaných 
gelactose, skládá se ze dvou polysacharidů agarosy a agropectinu. Gelactose se získává 
z mořských řas druhu Gelidim comeum. Dalším zdrojem agaru může být mořská řasa druhu 
Gracilaria verrucosa. [40] 
2.2.7 Gely huminových kyselin 
První práce zmiňující přípravu hydrogelové formy HK je studie [41] od autorů Martyniuk 
a Wieckowska. V experimentech zaměřených na sorpce kovů na hnědouhelné HK, se také 
věnovaly sorpčním schopnostem huminového gelu, připraveného řízenou koagulací 
alkalického roztoku HK kyselinou chlorovodíkovou. 
V diplomové práci [42] se autorka věnovala optimalizaci této metody přípravy gelu HK. 
Roztok HK v NaOH byl okyselen na pH ~ 1 pomocí koncentrované HCl, ponechán 24 hod. 
v lednici a poté následným odstřeďováním gelové fáze od roztoku vznikl hydrogel. 
V  hydrogelu byl studován vliv hlavních parametrů přípravy na výtěžek sušiny. Byly 
testovány podmínky koncentrace použitého humátu sodného, koncentrace HK v něm a počet 
promytí. Jako nejvhodnější koncentrace NaOH pro rozpuštění HK byla stanovena hodnota 
0,5 M. Při nižších koncentracích NaOH byl i nižší procentuální obsah sušiny vzniklého gelu. 
U vyšších koncentrací než 0,5 M už zůstává obsah konstantní, ale výraznou roli začíná hrát 
počet promytí gelu. Maximální pevný obsah byl dále zjištěn pro koncentraci HK v roztoku 
NaOH 8 g·dm−3. Aplikační možnosti takto připraveného hydrogelu jsou uvedeny v [43]. 
V práci [7] byl použit hydrogel z HK. Autor charakterizoval huminové hydrogely 
s inkorporovanými Cu2+ ionty. Kdy vysoká molekulová hmotnost Cu2+ iontů ovlivňuje 
hmotnost suchého podílu gelu. Průměrný obsah sušiny bez přítomnosti Cu2+ iontů je 14 hm.% 
a sušina gelu vzniklého srážením 5 M roztokem CuCl2 je 30 hm.%. Dále zjistil, že hustota 
tohoto gelu je podstatně vyšší (1,40 g·cm−3) než v gelu bez Cu2+ iontů (1,08 g·cm−3). V dalším 
experimentu zjišťoval vliv kyselých alkoholových a hlavně fenolových –OH skupin, které 
se projevily snížením absorpčního pásu v oblasti 1 050 cm−1 a to nejvíce v gelu vzniklého 
srážením 5 M roztokem CuCl2. V tomto gelu má široký pás –OH skupin jiný tvar, který 
je způsoben narušením vodíkových vazeb v důsledku kompletace Cu2+ iontů. Dále podrobil 
vzorky oscilačnímu reologickému měření, ze kterého zjistil, že hydrogely připravený 
srážením 5 M roztoku CuCl2 má prakticky identickou frekvenční závislost modulů 
i komplexní viskozity jako základní huminový gel bez Cu2+ iontů. U gelu s nadifundovanými 
Cu2+ ionty jsou během difúze do již sesíťovaného gelu HK výrazné změněny viskoelastické 
vlastností tohoto gelu. Kdy elastický modul je posunut až o jeden řád a došlo k deformaci 
původně lineární frekvenční závislosti viskózního modulu. 
Ve studii [44] se zabývali různými metodami přípravy huminových hydrogelů. Hlavním 
cílem bylo zjistit vztah mezi konkrétním koagulačním činidlem použitým při gelaci 
a výslednou vlastností připraveného hydrogelu. Připravili 10 hydrogelů huminových kyselin 
různým způsobem. Koagulační činidla byla vybrána tak, aby vznikly dva druhy hydrogelů. 
Ty, které se připojí k 3-dimenzionální gelové síti tvořené mimo a uvnitř molekulárních 
interakcí huminových kyselin a ty, kde ke koagulaci dochází z přemostění disociovaných 
kyselých skupin huminových kyselin podle kationtu vyšší valence. Z výsledků zjistili, 
že hydrogelové formy připravené různým způsobem mají celou řadu vlastností a funkcí. Tyto 
materiály mohou sloužit jako vhodné modely přírodních huminových matric s vysokým 
obsahem vody, ve kterých se zjišťují interakce se znečišťujícími látkami. Dalšími důležitými 
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vlastnosti hydrogelů je reologické chování, kinetika a rovnováha sušení nebo základní difúzní 
vlastnosti. 
2.3 Difúze 
2.3.1 Definice difúze 
Difúze je proces rozptylování částic v prostoru. Látky přecházejí z prostředí s vyšší 
koncentrací do prostředí s nižší koncentrací. Přirozenou vlastností molekul je, že se rozptýlí 
do celého prostoru, který mohou zaujmout, a tím vyrovnají svou koncentraci, tzv. difundují. 
Molekuly se pohybují na základě Brownova pohybu (viz Obr. 6). Molekuly difundují jedním 
směrem tak dlouho, dokud není koncentrace srovnaná. Nedifunduje jen jedna látka do druhé, 
ale proces je pro látku a rozpouštědlo vzájemný, je to tzv. binární difúze (pevné látka 
difunduje do rozpouštědla a zároveň rozpouštědlo přechází mezi pevnou látku). [45] 
 
Obr. 6 Prostá difúze v systému pevná látka v kapalině [46] 
Hnací silou difúze v nehybné fázi je rozdíl koncentrace transportované látky ve dvou 
místech, mezi kterými se transport uskutečňuje. Obecně platí, že při konstantní teplotě a tlaku 
maximální práce (jiná než objemová), kterou vykoná jeden mol látky při transportu z místa 
s chemickým potenciálem µ do místa s potenciálem µ + dµ je dw = dµ. V systému, kde 
je chemický potenciál funkcí prostorové souřadnice x, dostáváme: [47] 
d% = &'(')*+,- d) (3) 
a po porovnání s obecným teoretickým vyjádřením práce: 
d% = −.d) (4) 
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kde F je síla působící v opačném směru. 
Tato síla vyjadřuje spontánní tendenci částic k rozptýlení. Její podstata podle druhého 
termodynamického zákona je, že chemický systém vždy zvyšuje svou entropii neboli míru 
neuspořádanosti, čímž dospěje ke stavu s nejnižší vnitřní energií. [7] 
Tepelný pohyb probíhá i v čistých směsích a rovnovážných směsích, definuje se také 
tzv. samodifúze. Samodifúzí je charakterizován pohyb molekul v prostředí o nulovém 
koncentračním gradientu. Samodifúze je ideálním prostředkem pro experimentální studium 
transportních jevů, protože probíhá ve směsích látek, kde byla dosažena rovnováha. Rychlost 
této difúze ovlivňují různé faktory jako je teplota, tlak, velikost molekul a viskozita prostředí. 
V nerovnovážných soustavách je rychlost transportu látky do oblasti s nižší koncentrací dána 
velikostí koncentračního gradientu. Obecně se dá říct, že tento děj je méně závislý na teplotě 
ve srovnání s jinými procesy na molekulární úrovni. [7] 
Difúze může probíhat: [45] 
• v plynech – difúze zde probíhá nejrychleji, protože částice plynu mají největší 
kinetickou energii, trvá do vyrovnání koncentrací a závisí na teplotě a čase. 
• v kapalinách – pomalejší děj, částice se po sobě posouvají, závisí na teplotě, čase, 
viskozitě a vzájemné rozpustnosti. 
• v pevných látkách – nejpomalejší difúze, částice se nemohou volně pohybovat, ale 
pouze přeskočit na vedlejší volné místo v krystalické mřížce, využívá 
se např. difúze plynů do pevné látky. 
2.3.2 Difúze v difúzních celách 
Základ této metody představuje metoda Stokesovy diafragmové cely, která je poměrně 
přesná a levná [48]. Z tohoto důvodu se používá jako startovní metoda při zkoumání difúzí 
v kapalinách nebo plynech a při studiu difúzních vlastností membrán. Nevýhodou je potřeba 
velkých objemů studovaných látek. Diafragmová cela se skládá ze dvou částí, z vertikálně 
uspořádaných cel, které odděluje skleněná frita nebo porézní membrána, a které jsou naplněné 
roztoky o různé koncentraci difundující látky (chorní < cdolní). Vhodnou analytickou metodou 
se měří koncentrace v obou celách v jednom nebo více časech a difúzní koeficient je vypočten 
z rovnice: [7] 
/ = 10 ∙ 1 23 4
56789í − ;7<9í=>56789í − ;7<9í=?@ (5) 
β (v cm−2) je konstanta aparatury 





A označuje plochu, přes kterou látka difunduje, ε je rozdělovací koeficient na rozhraní, 
l je efektivní tloušťka membrány a V je objem cely. Konstanta β se musí zjistit 
experimentálně, protože výrazně závisí na vlastnostech membrány, jako je velikost jejích pórů 
apod. Nejoptimálnější je použití menších pórů, které snižují nebezpečí konvekčního míchání 
v membráně. [7] Kromě klasického vertikálního uspořádání mohou být difúzní cely 





Obr. 7 Difúzní cela v horizontálním uspořádání [49] 
Mezi hlavní výhody provádění difúzních experimentů v difúzních celách patří nízká cena 
a komerční dostupnost aparatury. Difúze v horizontální aparatuře probíhá skrz studovaný 
materiál mezi dvěma roztoky a tím umožňuje sledovat jinak obtížně dostupné doplňkové 
parametry, jako je pH nebo vodivost. Matematický popis experimentu je také velice 
jednoduchý, je-li rozdíl koncentrací v obou celách je tak vysoký, že jej můžeme pokládat 
v průběhu experimentu za konstantní (např. při použití dostatečně velkých objemů v celách), 
je také difúzní tok soustavou konstantní. Efektivní difúzní koeficient v tomto případě určuje 
následující vztah [7]: 
/CD = 1B &
d3!d1 * ∙ &
2
∆F!>* (7) 
dn1/dt označuje směrnici lineární části časové závislosti celkového difúzního toku 
do přijímací cely, ε je rovnovážný koeficient, l je délka gelu a ∆C10 je konstantní hodnota 











3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
3.1 Metody studie reaktivity huminových kyselin 
Nejčastěji se ke studiu reaktivity HL používají klasické sorpční experimenty, kdy reagující 
látka se sorbuje z roztoku na rozpuštěné HK nebo na pevnou fázi. Nejvíce autory zajímá, jak 
rychle reagující látka z roztoku ubývá (kinetické sorpční studie), resp. jak se nakonec rozdělí 
mezi HK a okolním roztokem (rovnovážné experimenty). 
Martyniuk a kol. [41] studovali adsorpce kovů na HK extrahované z hnědého uhlí 
a stanovili, že olovo má největší afinitu k HK z hnědého uhlí, kovy o vysoké atomové 
hmotnosti (Ag+, Cu2+, Hg2+, Cd2+ a Ba2+) jsou adsorbovány do HK ve velkých množstvích 
a s klesající atomovou hmotností se adsorpce snižuje. Kovy vysoké valence (Mg2+, Cr3+, Al3+ 
a V4+) se adsorbují nejméně. Podle výzkumu seřadili kovy do řady podle sorpční schopnosti 
na HK: Pb2+ ˃ Ag+ ~ Hg2+ ˃ Cd2+ ~ Ba2+ ~ Cu2+ ˃ Ni2+ ~ Co2+ ~ Mn2+ ~ Zn2+ ~ Ca2+ ˃ Mg2+ ~ 
V4+ ~ Al3+ ~ Cr3+. Dalšími testy autoři zjistili rozdíl mezi sorpcí na pevné HK a gelu. 
Výsledky jejich měření naznačily, že gelová forma HK obecně sorbuje širší spektrum 
kovových iontů, výraznější rozdíl se objevuje v případě iontů s nižší chemickou afinitou k HK 
(Al2+, Cr2+, Fe2+, Mg2+ a V4+). Z dalších experimentů vyplývá, že při sorpci iontů z roztoku 
hraje důležitou roli, zda roztok obsahuje jeden iont nebo více iontů. Zjistilo se, 
že nasorbované množství z multikomponentních roztoků je stejné, případně vyšší než při 
sorpci z monokomponentního roztoku. Celkové množství nasorbovaných iontů je v prvním 
případě přinejmenším stejné, častěji však vyšší, než je součet nasorbovaného množství 
z monokomponentních roztoků.  
K. Randle a kol. [50] studovali adsorpce Cs+, Na+, Cd2+ a Zn2+ na HK a došli k závěru, 
že ionty těchto prvků vytváří cheláty s karboxylovými a fenolovými skupinami HK. K chelaci 
dochází především v roztoku o nízké koncentraci iontu. Při zvyšování koncentrace je vznik 
chelátů nahrazen iontovou výměnou. P. Zhou a kol. v [51] studovali kompetitivní komplexace 
iontů Ca2+, Ni2+ a Al3+ s HL. Došli k závěru, že Ca2+ a Ni2+ si silně konkurují při vzniku 
komplexu, zatímco Al3+ vykazuje jen velmi malou závislost na koncentraci Ni nebo Ca, 
protože hydrolyzuje a sráží se při pH ~ 5. Vysoká koncentrace vápenatých iontů 
v kontaminovaných podzemních vodách tak může výrazně snížit adsorpci Ni2+ na HL. 
Zvyšování pH a koncentrace HL tuto inhibici zmírňuje. Podobné problematice se věnovali 
také A. Wolf a kol. [52], kteří studovali vliv Ca2+ iontů na adsorpci Cd2+, Cu2+, Pb2+ a Zn2+ 
na rašelinové HL. Z měření zjistili, že adsorpce iontů se zvyšuje zvyšováním poměru Ca2+/H+ 
iontů v rašelinové fázi a dále potvrdili výše uvedený závěr, že obsah vápenatých iontů 
v roztoku adsorpci ostatních iontů zpomaluje.  
Baruah a Upreti [53] porovnali výsledky potenciometrického měření komplexace 
lignitických HK a stanovili řadu klesající afinity kovů k HK: Fe3+ > Al2+ > Cu2+ > Zn2+ > Ni2+ 
> Co2+ > Mg2+. Dále měřením prokázali, že stabilita komplexů klesá prakticky ve stejné řadě. 
Podle Manunza [54] klesá afinita HK ke kovovým iontům v tomto pořadí: Cu2+ > Pb2+ > Mn2+ 
>> Cd2+. Ionty Cd2+ jsou vázány pouze reakcí s karboxylovými skupinami, zatímco ionty 
Cu2+ reagují s karboxylovými i fenolickými skupinami. Rozdíly mezi řadami stability, 




V práci [55] byla potenciometricky a konduktometricky zkoumána komplexace Cu2+ iontů 
v solu HK a zároveň v několika roztocích čistých látek (kyselina salicylová, hydrochinon, 
pyrokatechol, EDTA), které modelují různé struktury, které se vyskytují v molekule HK. 
Potenciometrické i vodivostní časové závislosti vykazují pro HK a modelové sloučeniny 
značnou shodu, z čehož autoři usoudili, že za komplexaci měďnatých iontů v molekule HK 
zodpovídají struktury, které je možné charakterizovat uvedenými modelovými sloučeninami.  
Mnoho autorů diskutuje vliv pH a iontové síly roztoku sorbátu na sorpční vlastnosti HL 
[56, 57]. Klučáková v [58] uvádí experimentální výsledky, z nichž vyplývá výrazný vliv pH 
roztoku na množství Cu2+ iontů absorbovaných na pevné lignitické HK. Se vzrůstající 
kyselostí roztoku absorbované množství klesá, při pH < 1 už není spektrofotometricky 
zjištěno žádné množství adsorbovaných iontů. S kyselostí roztoku vzrůstají rychlostní 
konstanty adsorpce a desorpce iontů, ovšem jejich podíl, určující rovnovážnou konstantu této 
reakce, klesá. Růst sorpčních schopností HK se vzrůstem pH roztoku potvrdily také výsledky 
experimentů v [41, 59, 60]. V práci [61] autoři zmiňují výsledky experimentu, který 
naznačuje pokles sorbovaného množství Cu2+ iontů se zvyšující se iontovou silou roztoku 
v oblasti nízkých koncentrací přidané NaCl. Kromě toho autoři ověřili vzrůst sorpčních 
schopností HK s teplotou roztoku. Snížená sorpční schopnost HL při zvyšování kyselosti 
roztoku dobře koreluje se schopnostmi půdního materiálu jako celku. 
Reaktivita huminových kyselin byla studována v práci [62]. Autorka se zabývala adsorpcí 
měďnatých, olovnatých, zinečnatých a kademnatých iontů na HK a za pomocí 
elektroanalytické metody zvané průtoková coulometrie. Kromě adsorpcí byl dále studován 
vliv přídavku HCl na směs HK rozpuštěných v roztocích a kovových iontů na ně vázaných. 
Bylo zjištěno, že přídavek HCl neměl na množství kovových iontů, navázaných na rozpuštěné 
HK, příliš velký vliv. Na závěr bylo porovnáním adsorpčních koeficientů možní shledat, 
že se na HK sorbovaly ionty Cd2+, Cu2+, Pb2+ a Zn2+ v poměrně stejných množstvích. 
V práci [63] se zabývali komplexací HK s 60Co a studovali korelace mezi jejich afinitou 
a strukturou HK. Zjistili při měření XPS, že při nízké koncentraci HK se 60Co vázal 
přednostně na frakci HK o velikosti nad 100 kDa, s rostoucí koncentrací HK se přednostně 
vázal na frakci o velikosti 30 – 100 kDa. Z měření odvodili, že různé frakce HK v různých 
molekulárních rozměrech mají odlišnou strukturu a funkční skupiny. Ve větších molekulách 
HK dominuje ve struktuře uhlík, alifatické skupiny a komplexi s těžkými kovy navázané 
kovalentními nebo slabšími iontovými vazbami. V menších molekulách HK vévodí 
aromatická struktura uhlíku. 
Autoři v [64] extrahovali z rašeliny HK dvěma způsoby, pomocí 0,1 mol·l−1 Na4P2O7 
a 0,1 mol·l−1 NaOH (SPE metoda) a pomocí 0,5 mol·l−1 NaOH (DBE metoda). Adsorpce 
methylenové modři na HK byla interpretována jako Langmuirova sorpce. Vzorky extrahované 
SPE metodou vykazovali vyšší sorpční schopnosti v důsledku většího specifického povrchu, 
zatímco HK extrahované DBE metodou měly dvakrát větší výnos z extrakce. Modelová 
kinetika ukázala, že sorpce methylenové modři je dvousložková reakce prvního řádu. 
A ukázalo se, že část s vyšší rychlostní konstantou má také vyšší sorpční kapacity. 
Imobilizované HK pomocí modifikovaného polyakrylamidového bentonitu byly 
ve studii [65] používány jako adsorbenty kationtových barviv (malachitová zeleň (MG), 
methylenová modř (MB) a krystalová violeť (CV)) z vodných roztoků. Zjistili, že na sorpci 
barviv na adsorbent má vliv konečné pH. Při počátečním pH reakční směsi v rozmezí 5,0 –
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 8,0 se konečné pH pohybovalo v rozmezí 4,0 – 6,7 pro MG, 4,4 – 7,2 pro MB a 4,7 – 7,3 pro 
CV. Maximální množství barviva (více než 99 %) bylo odstraněno při pH 6,0 – 8,0. Proces 
adsorpce byl velmi rychlý a rovnováha byla ustanovena za 1 hod. Dále zjistili, že kapacita 
adsorbentu se snižuje v pořadí MG > MB > CV. Kinetické experimenty a izotermy byly 
interpretovány Freundlichových isotermickým modelem. 
3.2 Využití difúzních technik při studiu huminových kyselin 
Ovlivnění transportu různých sloučenin huminovými látkami se věnují především Sedláček 
a Klučáková [66 – 72]. Ve studii [66] byla studována difúze těžkých kovů v prostředí 
s obsahem huminových kyselin. Autoři otestovali několik jednoduchých laboratorních metod 
studia transportu Cu2+ iontů ve válcových vzorcích huminového hydrogelu. S využitím 
matematických vztahů, odvozených na základě konkrétních experimentálních podmínek, byl 
vypočítán difúzní koeficient měďnatých iontů v gelu. Všechny takto stanovené difúzní 
koeficienty Cu2+ iontů v gelu jsou nižší, ale řádově ve stejném rozsahu v porovnání 
s difúzními koeficienty získanými ve vodě. Autoři doporučují uvedené metody pro 
modelování transportu polutantů v přirozených systémech s obsahem HL. 
Titéž autoři v [67] používali jednoduchou difúzní metodu ke studiu transportu kovů 
z vodného roztoku do modelové huminové matrice. I zde byla studována difúze Cu2+ iontů 
přes huminové hydrogely. Zjistili, že teoreticky konstantní poměr koncentrací Cu2+ iontů na 
rozhraní roztok/gel je ve skutečnosti závislý na čase. Posun tohoto poměru je výraznější 
u vyššího toku Cu2+ iontů a způsobuje ohnutí teoreticky lineární závislosti difúze toku 
na druhé odmocnině času. 
Klučáková v [68] studovala transport Cu2+ iontů v huminovém gelu pomocí difúzního 
páru. Byl používán základní huminový gel (A), základní huminový gel se začleněnými Cu2+ 
ionty (B) a gel vysrážený z humátu sodného koncentrovaným roztokem CuCl2 (C). Pokusy 
odhalily rozdíly v transportu Cu2+ iontů v huminových matricích připravených různým 
způsobem. Koncentrační profil byl na rozhraní gelů A a B spojitý, zatímco na rozhraní gelů A 
a C byl pozorován skok. To vysvětluje rozdílná příprava jednotlivých gelů. Rozdíl mezi 
difúzním chováním gelů B a C je zřejmý i ze srovnání zjištěného časového vývoje jejich 
koncentračních profilů. Koncentrace gelu C se změnila jen velmi málo v závislosti 
na vzdálenosti od rozhraní v čase, zatímco koncentrační profil v gelu B se s časem postupně 
snižoval. Z toho vyplývá, že koncentrace Cu2+ iontů byla více závislá na vzdálenosti 
od rozhraní v průběhu času. Efektivní difúzní koeficienty byly u každého gelu rozdílné, což 
jde opět vysvětlit rozdílným způsobem přípravy. Nejvyšší efektivní difúzní koeficient pro 
Cu2+ ionty byl ve vodě, mírně nižší hodnoty pro šíření v základním huminovém gelu. 
Efektivní difúzní koeficient u gelu B byl ještě nižší (dvojí snížení hodnot ve srovnání s vodou) 
a nejnižší hodnota efektivního difúzního koeficientu byla u gelu C.   
Také v referenci [69] se autoři zabývali interakcemi mezi huminovými kyselinami a Cu2+ 
ionty prostřednictvím difúzních experimentů. Klasické difúzní experimenty byly ovšem 
v tomto případě doplněny následnou selektivní extrakcí nadifundovaných Cu2+ iontů 
v huminovém gelu. Pro tento účel byly jednotlivé části vzorků po difúzním experimentu 
vyluhovány ve sloučeninách s rostoucí afinitou k Cu2+ iontů. Pro vyluhování autoři použili 
vodu, 1 M MgCl2 a 1 M HCl. Výsledky ukázaly, že nadifundované ionty lze takto rozdělit 
do několika hlavních frakcí, což odpovídá síle použitých extrakčních činidel, potažmo síle 
interakce iontů s HK. Distribuce Cu2+ iontů po určitém čase zůstala konstantní, to naznačuje 
26 
 
existenci rovnováhy, která byla vytvořena a zachována v průběhu experimentů. Výsledky 
ukázaly, že používaná kombinace metod je vhodná pro studium mobility kovů a interakcí 
mezi kovy a huminovými matricemi a dalšími systémy, v níž se dá předpokládat více 
rozdílných mechanismů poutání difundující látky. 
Sedláček a spol. v [70] zkoumali vztahy mezi reaktivitou a permeabilitou také 
v dalším modelu huminového prostředí. Autoři srovnávali difúzní charakteristiky 2 různých 
gelových prostředí, základní gel (A), připravený klasickou metodou z lignitické huminové 
kyseliny a gel B, který byl smíchán ze základní HK a chemicky modifikované HK, v níž byly 
prostřednictvím selektivní methylace maskovány reaktivní karboxylové kyseliny. Podmínky 
difúzního experimentu byly nastaveny tak, aby mohl být uvažován teoretický aparát 
odpovídající metodě okamžitého plošného zdroje. Z koncentračních profilů autoři překvapivě 
zjistili, že penetrace Cu2+ iontů do hydrogelů ve stejnou dobu je hlubší v případě gelu A, což 
znamená pomalejší transport rozptylující látky v hydrogelu s potlačeným obsahem reaktivních 
karboxylových skupin.  
V publikaci [71] používali autoři metodu horizontálních cel k měření difúze organických 
barviv ve vodném prostředí a agarosovém gelu. Stanovovali difúzní koeficient několika 
zásaditých organických barviv ve vodném roztoku. Všechna použitá barviva byly iontové 
povahy. Základní barvivo představuje methylenová modř, zatímco další barviva měla kyselou 
strukturu. Autoři stanovili dobrou korelaci mezi difúzním koeficientem barviva ve vodném 
roztoku a jeho molární hmotností. Obecně lze říci, že s rostoucí molekulární hmotností difúzní 
koeficient klesá. Při dalších experimentech se studovala difúze methylenové modři přes 
agarosový gely v různých koncentracích při 25°C a 40°C. Při 25°C byly vypočítané difúzní 
koeficienty nižší než při 40°C a při obou teplotách difúzní koeficienty klesaly s rostoucí 
koncentrací agarosového gelu.  
Konkrétní postup experimentu, využitý v této diplomové práci byl pro kombinaci HK-
methylenová modř poprvé testován v referenci [72]. Byl zjišťován vliv interakcí mezi 
reaktivními huminovými kyselinami a difundující organickou látkou (methylenová modř) na 
změny difúzního koeficientu organické sloučeniny v nereaktivní (agarosové) hydrogelové 
matrici s různým obsahem reaktivního polymeru. Autoři zjistili, že interakce mezi difundující 
látkou a reaktivním obsahem gelu výrazně ovlivňuje hodnotu difúzního koeficientu. Použitá 
metoda je doporučena jako jednoduchý nástroj pro základní mapování reaktivity polymerů 
ve vodných systémech. 
3.3 Využití metody difúzních cel v dalších systémech 
V práci [73] byla testována transdermální absorpce chemických látek in vitro. Článek 
reaguje na rostoucí zájem o transdermální formu přenosu chemických látek a snaží se přiblížit 
problematiku jejího testování in vitro pro účely hodnocení environmentálních a pracovních 
expozic. Metoda difúzní cely je primárně určena pro měření difúze přes membránu. 
Membrána je umístěna mezi „zdrojovou“ a „přijímací“ částí (celou). Membránou může být 
např. skleněný papír nebo kůže, která se používá při studiu penetrace léčiv přes kůži 
do organismu. Používá se lidská nebo zvířecí kůže v různých podobách a úpravách. Kůže 
je vkládána mezi vertikální nebo horizontální difúzní komůrky, u vertikální aparatury se horní 
část označuje jako donorová a spodní jako receptorová. Na plochu pokožky je aplikována 
testovaná látka a studuje se prostupnost těchto látek přes pokožku. Aplikovaná dávka byla 
dvojího typu. První typ, tzv. „konečná dávka“ byla použita pro studium imitující reálné 
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použité testované látky, kdy látka je aplikována na kůži v množství postačující k jejímu 
pokrytí a kůže byla ponechána bez okluze, a tedy docházelo k odpařování určitého množství 
látky. Při druhém typu, tzv. „nekonečné dávce“ byla testována látka aplikována v nadbytku 
a byla použita okluze pro eliminaci odparu. 
Yamaguchi a kol v [74] použili k experimentu difúzní celu, pomocí které zkoumali 
efektivní difúzi uranu v žule, který se v ní vyskytuje jako UO22+. Experimenty byly prováděny 
při pokojové teplotě (20 – 25°C) v 0,1 M KCl. Efektivní difúzní koeficient velmi blízký 
tabelované hodnotě pro uran, ale řádově nižší než pro stanovené koeficienty Sr2+ iontů a o dva 
řády menší pro koeficienty I− iontů. Vodivost získaná z žuly nebyla úměrná difúznímu 
koeficientu v celém objemu roztoku (Dv), to souhlasí s výsledky získanými ze švédské žuly. 
Poměr Def/Dv není konstantní, ale zvyšuje se Def nebo Dv. Experiment je časově náročný 
a proto je lákavé odhadnout hodnotu Def z jednoho Def a znalosti Dv na základě 
proporcionality mezi Def a Dv. Výsledky této práce naznačily, že tento přístup může zavést 
velké chyby. Tuto metodu rozšířili v publikaci [75], kde stanovovali kromě difúze uranu ještě 
plutonium a americium. 
Autoři v [76] zkoumali difúzi radia v bentonitu, studovali sorpci a desorpci radia 
v bentonitu a čištěném smektitu funkci pH a iontová síla. Distribuční koeficient závisí 
na iontové síle a pH. Výsledky pro čištěný smektit uvedly, že sorpce Ra dominuje iontové 
výměně v lokální vrstvě tektitu a že sorpce Ra se zvýší při zvýšení pH. Získané difúzní 
koeficienty Ra v kompaktním bentonitu byly v rozmezí 1,1·10−11 až 2,2·10−12 m2·s−1 

















4 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 
Hlavní náplní praktické části diplomové práce bylo otestovat využitelnosti metody 
difúzních cel při studiu vlivu reaktivity huminových kyselin na jejich bariérové vlastnosti. 
Na šesti vhodně zvolených vzorcích huminových kyselin, u nichž je možné předpokládat 
rozdílné sorpční chování byla otestována navržená metodika stanovení difúzního koeficientu 
v hydrogelové fázi. 
Konkrétními cíly práce bylo: 
1. Charakterizovat použité vzorky huminových sloučenin standardními fyzikálně-
chemickými metodami. 
2. Stanovit základní sorpční charakteristiky použitých huminových kyselin ke zvolené 
nízkomolekulární sondě. 
3. Stanovit difúzní koeficienty této sondy v inertních hydrogelech s obsahem huminových 
látek. 
4. Korelovat stanovené difúzní koeficienty s ostatními stanovenými charakteristikami 




















5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5.1 Použité chemikálie a přístroje 
• huminové kyseliny, 
• hydroxid sodný, p.a., Penta Chrudim, 
• kyselina chlorovodíková 35%, p.a., Lach−Ner s.r.o, 
• methylenová modř, Lachema n. p. Brno závod Neratovice, 
• agarosa, Sigma-Aldrich 
• destilovaná voda 
• pH metr (pHep HANNA), 
• rotující míchačka, 
• difúzní cela (Permegear, Inc.), 
• automatický titrátor (Schott Titroline Alpha), 
• kombinovaný altimetr (Mettler Toledo SevenMulti) s kombinovanou pH elektrodou 
a vodivostní sondou, 
• termostat (Julabo), 
• FT-IR spektrometr (Nicolet Impact 400), 
• UV−VIS spektrometr (HITACHI U−3900H). 
5.2 Použité vzorky huminových kyselin 
Bylo použito 5 vzorků huminových kyselin (HKH, HKHF, HKNAFS, HKBISHK, 
HKRRMAF) pocházejících z Univerzity Pardubice a 1 vzorek extrahovaný v naší laboratoři 
z jihomoravského lignitu (lignitické HK – HKL). Vzorky označené HKNAFS, HKBISHK 
a HKRRMAF mají kovalentně vázané aromatické sulfonové kyseliny, HKHF jsou huminové 
kyseliny přesrážené z komerčního vzorku humátu sodného a promyté s kyselinou 
fluorovodíkovou, která odstraňuje hlinitokřemičitany a HKH jsou huminové kyseliny 
přesrážené z roztoku humátu sodného a promyté vodou. 
5.2.1 Příprava lignitické huminové kyseliny 
HK byly připraveny alkalickou extrakcí z jihomoravského lignitu. Lignit byl míchán 
s extrakční směsí 0,5 M NaOH a 0,1 M Na4P2O7 v poměru 20 g lignitu na 1 dm3 roztoku 
po dobu 12 hod. Vzniklá suspenze byla ponechána v lednici přes noc. Následující den byl slit 
roztok nad pevnou fází do nádoby, kde byl okyselen 20% HCl na pH ~ 1. Pevný podíl byl 
zalit dalším 1 dm3 extrakčního roztoku, který byl opět po 1 hod. míchání slit a okyselen 20% 
HCL na pH ~ 1. Okyselené roztoky byly ponechány přes noc v lednici. Vysrážené HK byly 
od roztoku odděleny odstřeďováním (4 000 min−1), několikrát promyty vodou 
a centrifugovány do vymytí Cl− iontů. Získaná HK byla sušena při 50°C. Před přípravou gelu 
byly HK ještě jednou promyty vodou, odstředěny a vysušeny. 
5.3 Příprava zásobních roztoků huminových kyselin 
Roztoky jednotlivých vzorků HK v poměru 1 g na 1 dm3 byly rozpuštěny v 0,01 M NaOH. 
Roztoky byly míchány přes noc a následující den byly okyseleny HCl na pH ~ 7. Tyto 
roztoky byly následně používány na tvorbu hydrogelových vzorků
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5.4 Příprava hydrogelových vzorků 
Pro přípravu nosné hydrogelové matrix byl zvolen termoreverzibilní agarosový hydrogel, 
především z důvodů jeho snadné přípravy a neionogenního charakteru, díky němuž se dá 
předpokládat nízká afinita vůči bazickému barvivu (methylenová modř) ve srovnání 
s kyselými vzorky HK. Jako vhodná koncentrace agarosy v hydrogelu byla na základě 
pilotních difúzních experimentů zvolena koncentrace 1% (hm.). 
1% agarosový gel bez přídavku HK byl připraven rozpuštěním 0,1 g agarosy v 10 ml dest. 
H2O. Celá soustava byla za stálého míchání ohřívána na 80°C. Čirý roztok byl následně 
zbaven bublinek v ultrazvukové lázni, nalit do teflonové formy umístěné mezi dvěma sklíčky 
a nechán tuhnout přibližně 1 hodinu. 
Při přípravě 1% agarosového gelu s přídavkem HK (0,01% hm., tato optimální koncentrace 
HK byla stanovena v předchozí práci [77]) huminového gelu s agarosou bylo 0,1 g agarosy 
rozpuštěno v 1 ml zásobního roztoku HK a 9 ml dest. H2O a zbývající postup byl stejný. 
5.5 Použité metody charakterizace huminových kyselin 
5.5.1 Elementární analýza 
Elementární analýza vzorků pevných HK byla provedena na CHNSO Mikroanalyzátoru 
Flash 1112 od firmy Carlo Erba, měření proběhlo na ÚSMH AVČR Praha. 
5.5.2 Termogravimetrická analýza 
Měřilo se na přístroji TA Instruments TGA Q5000IR (New Castle, Delaware, USA). 
Vzorky byly do přístroje vkládány na platinových pánvičkách o objemu 100 µl. Měření bylo 
provedeno v dynamické atmosféře vzduchu o průtoku 50 ml/min. Rozsah teplot zahřívání byl 
nastaven od 40 °C do 650 °C a rychlost ohřevu 5 °C/min. Při 110 °C byl vzorek zahříván 
izotermálně po dobu 60 min. Poté byly vzorky opět zahřívány s krokem 5 °C/min. U vzorku 
HKNAFS nedošlo ke spálené při 650 °C, proto byla konečná teplota experimentu posunuta 
na 950 °C. 
5.5.3 Stanovení kyselosti 
Pro stanovení celkové kyselosti a zdánlivé disociační konstanty každého vzorku HK 
přímou titrací bylo připraveno titrační činidlo NaOH o koncentraci 0,05 M. Jednotlivé vzorky 
byly připraveny dispergací 100 mg HK ve 100 ml dest. vody. Suspenze byly poté míchány 
24 hod. 
Po 24 hod. byly roztoky titrovány připraveným titračním činidlem. Titrační činidlo bylo 
automatickým titrátorem Schott Titroline Alpha přikapáváno v přídavku 0,05 ml v intervalu 
5 min. Celkový přidaný objem činidla byl 30 ml. Během titrace byla automaticky 
zaznamenávána vodivost a pH v intervalu 30 sekund. 
Dále byly vzorky titrovány zpětnou titrací pro stanovení celkové kyselosti vzorku a titrace 
pro stanovení karboxylátové kyselosti HK. 
U zpětné titrace byly vzorky o navážce 100 mg rozpuštěny ve 100 ml 0,01 M NaOH 
a míchány 24 hod. 
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Po 24 hod. byly roztoky titrovány titračním činidlem HCl o koncentraci 0,05 M 
s konstantním přídavkem 0,05 ml v intervalu 30 sekund. Celkový přidaný objem činidla byl 
30 ml. Během titrace byla automaticky zaznamenávána vodivost a pH v intervalu 5 sekund.  
Pro stanovení COOH skupin u vzorků byla navážka 100 mg rozpuštěna v 10 ml 0,5 M 
Ca(CH3COO)2 a 40 ml dest. vody. Stejným postupem byl připraven i slepý vzorek bez 
přídavku HK. Roztoky byly míchány 24 hod. 
Po 24 hod. byly roztoky se vzorky přefiltrovány přes filtrační nálevku a promyty dest. 
vodou. Uvolněná kyseliny octová byla stanovena titrací 0,1 M NaOH s konstantním 
přídavkem 0,05 ml s intervalem 30 sekund. Celkový přidaný objem činidla byl 10 ml. Během 
titrace byla automaticky zaznamenávána vodivost a pH v intervalu 5 sekund. 
5.5.4 UV−VIS spektroskopie 
UV−VIS spektra roztoků HK byla měřena na spektrofotometru HITACHI U−3900H. 
Vzorky byly do přístroje vkládány v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm, určené pro 
kapalné vzorky. Křemenné kyvety propouští elektromagnetické záření v UV−VIS oblasti 
spektra. 
Bylo proměřeno všech 6 vzorků, které byly připraveny rozpuštěním 5 mg v 50 ml NaOH 
o koncentraci 0,1 M. Takto připravené roztoky byly míchány 24 hod. Poté bylo měření 
provedeno v rozsahu vlnových délek 200 – 900 nm. Z naměřených spekter se odečítaly 
absorbance při vlnových délkách 280, 400, 465, 600 a 665 nm.  
5.5.5 Infračervená spektroskopie 
Infračervená spektra byla proměřena na přístroji Nicolet Impact 400 FTIR 
Spectrophotometer metodou KBr tablety. Tablety byly připraveny lisováním směsi suchého 
vzorku HK a vyžíhaného KBr.  
Bylo proměřeno všech 6 vzorků HK v rozmezí vlnočtů 400 – 4000 cm−1. 
5.6 Sorpce methylenové modři v suspenzi huminových kyselin 
Pro jednoduchý rovnovážný sorpční experiment byl jako zdroj sorbovaného barviva 
připraven roztok methylenové modři o konc. 0,1 g·l−1. Od každé z použitých šesti 
huminových kyselin byly na rotační třepačce 24 hodin třepány 3 vzorky o navážce 0,05 g 
v roztoku methylenové modři o objemu 50 ml a 2 vzorky o navážce 0,05 g v destilované vodě 
(slepé vzorky) o objemu 50 ml. 
Po 24 hod. byly všechny roztoky odstředěny v odstředivce po dobu 20 min, při otáčkách 
4 000 min−1 a při chlazení 15°C. Po odstředění byly roztoky slity a proměřeny na UV−VIS 
HITACHI U−3900H. Měření probíhalo v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm, v rozsahu 
vlnových délek 200 – 900 nm. Nasorbované množství barviva připadající na 1g HK bylo 
stanoveno z poklesu absorbance roztoků po sorpci vůči původnímu při 665 nm, korigované 
na průměrný slepý vzorek (odpovídající výluh HK ve vodě). 
5.7 Difúzní experimenty 
Optimalizace metodiky stanovení difúzních koeficientů byla jednou z klíčových součástí 




6 DISKUZE VÝSLEDKŮ 
6.1 Charakterizace huminových kyselin 
Použité vzorky huminových kyselin byly charakterizovány prostřednictvím metod 
elementární analýzy, termogravimetrické analýzy, automatické titrace, UV−VIS 
spektroskopie a infračervené spektroskopie. 
Předmětem zkoumání bylo 5 vzorků huminových kyselin (HKH, HKHF, HKNAFS, 
HKBISHK, HKRRMAF) pocházejících z Univerzity Pardubice a vzorek HKL připravený 
v naší laboratoři. Vzorky bylo nutné podrobně charakterizovat, aby mohly být diskutovány 
rozdíly v sorpčním a difúzním chování jednotlivých HK. 
6.1.1 Elementární analýza 
Elementární analýzou vzorků používaných HK a agarosy bylo zjištěno jejich prvkové 
složení, které je uvedené v tabulce č. 4 a č. 5. Výsledky analýzy bývají prezentovány jako 
poměr H/C a O/C. Uvádí se, že nižší hodnoty poměrů mohou znamenat vyšší množství 
karboxylových skupin obsažených v kyselinách.  
Tab. 4  Procentuální prvkové zastoupení ve vzorcích 
 Hmotnostní % (suché bezpopelové) 
vzorek %C %H %N %S %O 
Agarosa 43,8 6,4 0,0 0,5 49,3 
HKL 43,5 4,4 0,2 1,0 50,9 
HKH 57,9 5,2 0,4 0,0 36,5 
HKHF 59,9 4,5 0,8 0,7 34,1 
HKNAFS 50,6 4,5 1,7 0,8 42,5 
HKBISHK 57,3 4,8 1,2 0,8 35,9 













Tab. 5  Procentuální prvkové zastoupení ve vzorcích 
 Atomová % (suché bezpopelové) poměr 
vzorek %C %H %N %S %O H/C O/C 
Agarosa 27,7 48,7 0,0 0,1 23,4 1,75 0,85 
HKL 32,3 39,0 0,2 0,3 28,3 1,21 0,88 
HKH 39,2 42,1 0,2 0,0 18,5 1,07 0,47 
HKHF 42,7 38,3 0,5 0,2 18,3 0,90 0,43 
HKNAFS 36,5 39,3 1,0 0,2 23,0 1,08 0,63 
HKBISHK 40,1 40,2 0,7 0,2 18,8 1,00 0,47 
HKRRMAF 37,5 37,9 0,9 0,2 23,4 1,01 0,62 
 
Van Krevelenův diagram (viz Obr. 8) znázorňuje závislost poměru H/C na O/C. Obecně 
se z diagramu může vyčíst stupeň demetylace, který klesá šikmo od levého horního rohu 
směrem dolů. Dekarboxylace, která klesá šikmo zprava do leva směrem dolů, dehydratace 
roste šikmo zprava do leva. Hydrogenace roste a dehydrogenace klesá od středu diagramu 
vertikálně a oxidace roste horizontálně z leva doprava. [78] 
 
Obr. 8 Van Krevelenův diagram [78]  
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 Z diagramu použitých vzorků je patrné (viz Obr. 9), že prvkové složení vzorků HK bez 
chemické modifikace (HKL a HKH) se z hlediska prvkového složení výrazně odlišují. HKL 
má ve struktuře více kyslíku a vodíku, méně uhlíku. Naproti tomu vzorek HKH je více 
stabilní, protože ve struktuře má více atomů uhlíku a vodíku, méně kyslíku. U vzorku HKHF, 
který byl promyt HF, hodně klesl obsah vodíku a mírně i obsah kyslíku ve srovnání s HKH, 
což naznačuje, že mohlo dojít k částečné dehydrogenaci nebo dekarboxylaci vzorku. Jako 
alternativní vysvětlení se nabízí, že při přečištění kyselinou fluorovodíkovou se ze vzorku 
uvolnila i v minerální složce vázaná krystalická voda. Vzorky HKNAFS, HKBISHK a 
HKRRMAF mají kovalentně navázané sulfonové skupiny (mechanismus a procedura vázání 
těchto skupin nejsou pro předloženou práci podstatné), což ve srovnání s HKH, ze kterého 
byly připraveny, vede k nižšímu relativnímu zastoupení vodíku ve svých strukturách 
v důsledku zvýšení aromaticity. U vzorků HKNAFS a HKRRMAF je také patrný poměrně 
výrazný nárůst obsahu kyslíku. A v neposlední řadě u těchto 3 vzorků došlo vlivem 
sulfonových skupin k patrnému nárůstu obsahu atomů síry, kterou základní vzorek HKH 
vůbec neobsahuje (viz tab. 4, 5). Zvýšený obsah dusíku ve vzorcích HKNAFS, HKRRMAF a 
HKBISHK naznačuje, že vazba aromatických sulfokyselin byla provedena prostřednictvím 
diazotační a kopulační reakce z aromatických aminů.   
 
Obr. 9 Van Krevelenův diagram  
 
6.1.2 Termogravimetrická analýza 
V tabulce č. 6 jsou uvedena získaná data z provedeného TGA měření vzorků HK 
v oxidační atmosféře vzduchu. Největší množství popela má vzorek HKL, jelikož tento 
vzorek nebyl přečištěn ani chemicky modifikován. U HKHF je nejnižší množství popela, což 
způsobilo promytí HK kyselinou fluorovodíkovou, která je běžně používána pro odstranění 





Tab. 6  Výsledky termogravimetrické analýzy 
vzorek popel (%) vlhkost (%) 
HKL 36,0 7,32 
HKH 16,0 9,63 
HKHF 12,0 5,36 
HKNAFS 20,0 10,69 
HKBISHK 16,0 7,04 
HKRRMAF 15,0 7,03 
 
Z grafu je patrné, že u všech vzorků s výjimkou HKNAFS probíhala termooxidativní 
degradace prakticky stejným mechanismem. První pokles hmotnosti vzorku nastává při 
teplotách nižších než 110 °C, což odpovídá uvolnění vlhkosti HK. Aby byl vzorek dostatečně 
prosušen, bylo v průběhu experimentu postupné zahřívání při teplotě 110 °C přerušeno 
a vzorek byl sušen za konstantní teploty po dobu 60 min. Rychlost degradace organické 
složky začíná při teplotě nad 200 °C a kulminuje při teplotách kolem 400 °C.  
Vzorek HKNAFS vykazuje výrazně vyšší stabilitu, která se projevuje vícestupňovou 
degradací s kulminací rychlostí okolo 500, 600 a především 800 °C. Pro podrobnější diskuzi 
příčin této stability by bylo nutné znát podrobněji strukturu HKNAFS. Jako jedno z možných 
vysvětlení se nabízí vyšší aromaticita vzorku, což ovšem neodpovídá výsledkům elementární 
analýzy, kde není patrný pokles H/C poměru pro tento vzorek HK. 
 




Obr. 11 Termogravimetrické křivky termo – oxidativní degradace vzorků HK  
6.1.3 Stanovení celkové a karboxylátové kyselosti 
Pomocí automatické kombinované potenciometrické a konduktometrické titrace byla 
stanovena celková kyselost, karboxylová kyselost (obsah –COOH skupin) a zdánlivá 
disociační konstanta (resp. pKa) každého vzorku HK.  
Ke stanovení celkové kyselosti byly použity metody přímé a zpětné titrace. Každá z těchto 
metod umožňuje stanovení obsahu jiného typu kyselých skupin. Rychlost přídavku činidla 
má klíčový vliv na výslednou kyselost u přímé titrace. Disociace kyselých skupin během 
pomalé titrace způsobuje napřimování řetězců HK. Při dostatečně pomalé titraci by se měla 
stanovovaná celková kyselost blížit hodnotě celkové kyselosti stanovované pomocí nepřímé 
titrace. Na rozdíl u rychlejšího přídavku titračního činidla u přímé titrace jsou nejdříve 
disociovány kyselé skupiny na povrchu polymerního klubka. Rozdíly výsledků přímé 
a nepřímé titrace poskytují zajímavé informace o tvaru polymerního klubka HK ve vodné 
suspenzi. Pro podrobnější charakterizaci distribuce kyselých skupin mezi povrchem 
a vnitřním objemem klubka vzorku HK by měla být přímá titraci zopakována pro více 
různých rychlostí přídavků titračního činidla. 
Příklad titračních křivek uvádí obrázky 12 a 13, ostatní vzorky vykazovaly stejný tvar. 
Kyselosti byly v případě přímé i nepřímé titrace vypočteny z průsečíků lineárních částí 
vodivostní křivky a potvrzeny křivkou pH (respektive její derivací), v případě karboxylátové 
kyselosti byla kyselost přímo stanovena z potenciometrické (případně derivační 




Obr. 12 Příklad titrační křivky přímé titrace vzorku HKL 
 
  
Obr. 13 Příklad titrační křivky zpětné titrace vzorku HKL  
 Výsledky jsou uvedeny na obrázku 14. Největší rozdíly celkové kyselosti stanovené 
oběma metodami vykazují vzorky HKL. Celkově byla nejvyšší hodnota celkové i –COOH 
kyselosti stanovena pro přečištěný vzorek HKHF, což naznačuje uvolnění některých kyselých 
skupin, původně blokovaných vazbou na minerální složku HK. 
 Zdánlivá disociační konstanta byla stanovena pomocí přímé titrace vyhodnocené podle 
Henderson-Hasselbachovy rovnice (viz kapitola 2.1.6, výsledky uvádí Obr. 15). Stanovené 
hodnoty záporného logaritmu zdánlivé disociační konstanty (pKa) se nacházely v blízkosti 
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neutrálního pH, z čehož je patrné, že disociace kyselých skupin, obsažených ve struktuře HK, 
nastává až při poměrně vysokých hodnotách pH. Nejhůře disociují kyselé skupiny vzorku 
nepřečištěného vzorku HKH. Velmi podobné hodnoty pKa dokazují, že kyselé skupiny 
ve vzorcích mají velmi podobný charakter a liší se pouze celkovým obsahem.   
V porovnání s elementární analýzou výsledky naznačují, že za vysoký obsah kyslíku 
ve struktuře HKL, zodpovídají kromě skupin karboxylových také další kyselé (např. fenolové) 
i bazické či nedisociabilní (etherové, chinonové) skupiny ve struktuře HK. 
 
Obr. 14 Stanovení kyselosti  
 
 
Obr. 15 Zdánlivá disociační konstanta  
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6.1.4 UV−VIS spektroskopie 
Optická charakterizace vzorků HK je založena na popisu struktury HK prostřednictvím 
charakteristických poměrů absorbancí naměřených při různých vlnových délkách. Jednotlivé 
stanovované charakteristické poměry byly: A (280 nm)/ A (465 nm), A (280 nm)/ 
A (665 nm), A (465 nm)/ A (665 nm), tzv. E4/6 poměr) a ∆ log K (viz tab. 7). 
Poměr A (280 nm)/ A (465 nm) udává poměr mezi lignitovými strukturami odolnými vůči 
humifikaci a množství lignitu. Absorpční poměr A (280 nm)/ A (665 nm) udává proporci 
mezi lignitovými strukturami odolnými vůči humifikaci a strukturami, které silně podléhají 
humifikaci. 
Další poměr A (465 nm)/ A (665 nm) je nejčastěji používaný jako tzv. humifikační index. 
Tento poměr se také označuje jako E4/6 a pro HK je obvykle menší než 0,5 a snižuje 
se s rostoucí molekulovou vahou a stupněm disperzity. Nízký poměr může znamenat relativně 
vysoký podíl aromatických částic a naopak vysoký poměr naznačuje na nízký obsah 
aromatických částic a relativně vyšší obsah alifatických struktur. 
Z rozdílu logaritmů absorbancí HK při vlnových délkách 400 nm a 600 nm byly 
vypočítány hodnoty ∆ log K. Podle hodnoty ∆ log K se HK rozdělují do 3 skupin. A typ, kdy 
∆ log K je nižší než hodnota 0,6, typ B, kdy ∆ log K se nachází v rozmezí 0,6 – 0,8 a poslední 
typ je Rp, který leží v intervalu 0,8 – 1,1. Tyto skupiny souvisí se stupněm humifikace. Typ A 
má stupeň humifikace nejvyšší.  
Podle hodnot ∆ log K všechny vzorky patří do typu B. Při srovnání HKL a HKH je vidět, 
že poměr A280/465 je v případě HKL vyšší, což znamená, že je více odolný vůči humifikaci než 
HKH a z poměru A280/665 lze vyčíst, že HKH má strukturu, která podléhá více humifikaci, 
jelikož je poměr vyšší než u HKL. Dále je vidět vliv přečištění vzorku HKHF kyselinou 
fluorovodíkovou, kdy všechny hodnoty jsou výrazně vyšší než u vzorku HKH. U vzorků 
HKNAFS, HKBISHK a HKRRMAF je poměr E4/6 výrazně větší než u HKH, což 
by naznačovalo, že tyto HK obsahují více alifatických struktur, což neodpovídá základnímu 
charakteru vzorků. Tato nesrovnalost je způsobena širokým ramenem nad 400 nm, které 
je projevem aromatických sulfoskupin navázaných ve struktuře HK přes diazoskupinu, čímž 
dochází ke zvýšení konjugace dvojných vazeb a změně odstínu těchto vzorků HK. 
Tab. 7  UV–VIS poměry vzorků huminových kyselin 
vzorek 
Poměry: 
A280/465 A280/665 E4/6 ∆ log K 
HKL 4,33 16,86 3,90 0,64 
HKH 4,23 24,27 5,14 0,70 
HKHF 5,11 35,11 6,87 0,78 
HKNAFS 3,92 27,29 6,96 0,72 
HKBISHK 4,84 29,10 6,02 0,74 




Maximální absorbanci měl vzorek HKBISHK při vlnové délce 232 nm, dále se absorbance 
snižovala v pořadí HKNAFS s maximem při 223,5 nm, HKHF s maximem při 220,5 nm, 
HKH s maximem při 222,5 nm, HKRRMAF s maximem při 225,5 nm a nejnižší absorbanci 
měl vzorek lignitické HK při vlnové délce 217,5 nm. Obecně se maximální hodnota 
absorbance HK pohybuje v oblasti 250 – 300 nm a pak dále absorbance klesá s rostoucí 
vlnovou délkou, což měření potvrdilo. Nižší max. absorbance mohla být způsobena příliš 
zředěnými roztoky. Výsledky měření jsou uvedené v grafu na obrázku 16. 
 
Obr. 16 UV–VIS spektrum vzorků o koncentraci 0,0005 g/l  
6.1.5 Infračervená spektroskopie 
Infračervená spektroskopie se používá k analýze a vyhodnocení absorpčních spekter 
molekul organických i anorganických sloučenin, které absorbují záření vlnočtu 12 800 –
10 cm−1. Tato metoda posloužila ke změření spekter všech vzorků (viz Obr. 17 a 18). 
Ve všech spektrech se objevuje široký pás v oblasti vlnočtu 3 600 – 3 000 cm−1, který 
odpovídá valenčním vibracím −OH skupin svázaných vodíkovými vazbami. 
Mezi vlnočtem 3 000 – 2 800 cm−1 se nachází absorpční pásy, které patří antisymetrickým 
a symetrickým valenčním vibracím −CH3 a −CH2− skupin. Jednotlivé pásy nelze přesně 
přiřadit v důsledku částečného překrytí širokým pásem −OH vibrací a v důsledku 
polymorfního zastoupení uvedených skupin v různých molekulárních formách. 
Soubor pásů mezi 1 800 – 1 600 cm−1 náleží skupinám C=O ze skupiny karboxylové 
kyseliny COOH a deformačním vibracím NH3+ v aminokyselinách. Jejich valenční vibrace 
v oblasti 3 130 – 3 030 cm−1 jsou překryty širokým pásem −OH skupiny. Pík mezi 1 600 – 
1 650 cm−1 může odpovídat skupinám −C=C− z aromatických cyklů benzenových jader, ale 
i ketonickým C=O skupinám. Pík mezi 1 400 – 1 450 cm−1 náleží alifatickým C−H vazbám 
























V oblasti vlnočtů 1 200 – 1 300 cm−1 se nachází esterové a ketonické struktury a ještě 
se při 1 200 cm−1 projevují deformační vibrace fenolických −OH skupin. Pík s maximem 
v oblasti 1 020 cm−1 indikuje přítomnost C−O−C vazeb. Bývá připisován vazbě Si−O a jeho 
přítomnost bývá indikací minerálních nečistot přítomných ve vzorku popel.  
Rozdíly u vzorků se objevují především v oblasti od 800 – 1 600 cm−1. U vzorku HKHF 
je vidět při vlnočtu 1 000 cm−1 pokles popela, potvrzený i TGA měřením, což bylo způsobeno 
přečištěním prostřednictvím kyseliny fluorovodíkové.  Naproti tomu u vzorku HKL je při 
1 000 cm−1 nejvýraznější pík, který znamená obsah nejvíce popela. Ze vzorků sulfonovaných 
HK jsou oproti vzorku původní HKH patrné největší odlišnosti u vzorku HKNAFS v oblasti 
1 200 – 1 500 cm−1. 
 




Obr. 18 FTIR spektrum vzorků, detail 
6.2 Sorpce methylenové modři v suspenzi huminových kyselin 
Roztoky po sorpci methylenové modři v suspenzi HK byly proměřeny na UV−VIS 
HITACHI U−3900H. Měření probíhalo v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm, v rozsahu 
vlnových délek 200 – 900 nm.  
Barevné změny roztoků po sorpci methylenové modři jsou vidět na obrázku 19 a 20. Tyto 
změny jsou pravděpodobně způsobeny rozdílnými metodami přípravy HK. Patrné 
je především vysoké vyluhování vzorků HK do vody (slepé vzorky) v případě HKHF, 
HKBISHK a především v případě HKNAFS, kdy výluh HK způsobil změnu odstínu 
zabarvení roztoku po sorpci do zelena. 
 
Obr. 19 Roztoky po sorpci v suspenzích vzorků HKL, HKH a HKHF 
 
 
Obr. 20 Roztoky po sorpci v suspenzích vzorků HKNAFS, HKBISHK a HKRRMAF 
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Výsledky sorpce jsou uvedeny na obrázku 21. Z nichž vyplývá, že nejvíce sorbují vzorky 
HKNAFS a HKBISHK, což znamená, že barvivo methylenové modři se pravděpodobně 
nejvíce váže na sulfonové skupiny přidané do struktury při chemické modifikaci vzorku. 
Nejméně sorbuje vzorek HKL, který nemá žádnou chemickou modifikaci. Na sorpční 
vlastnosti se také projevilo přečištění vzorku HKHF kyselinou fluorovodíkovou, které 
způsobilo nárůst sorpce na rozdíl u vzorku HKH nebo HKL. Což také souvisí s celkovou 
kyselostí, kdy nejkyselejší byl vyhodnocen vzorek HKHF a nejméně kyselý vzorek HKH. 
Výsledky popsané výše jsou potvrzeny v tabulce č. 8, kde je uvedeno také procentuální 
odstranění barviva z roztoku v průběhu sorpčního experimentu.  
 
Obr. 21 Množství nasorbovaného barviva na množství navážky HK 
 
Tab. 8  Výsledky sorpcí vzorků HK 
vzorek gMM/gHK % nasorbované MM 
HKL 0,006 6,00 
HKH 0,008 7,64 
HKHF 0,013 12,70 
HKNAFS 0,015 14,93 
HKBISHK 0,015 14,53 




6.3 Difúzní experimenty 
6.3.1 Aparatura pro měření difúzního koeficientu metodou difúzních cel 
Sedláček a Klučáková testovali v [50] různé metody určení difúzního koeficientu Cu2+ 
iontů v gelu HK. Cílem práce bylo otestovat a optimalizovat alternativní metodu s využitím 
difúzních cel. Pro tuto studii byla zakoupena komerčně dodávaná horizontální difúzní cela 
(viz Obr. 22), vyráběná firmou Permegear, Inc., která ve srovnání s ostatními testovanými 
metodami měla umožnit automatizaci měření difúze v huminových gelech. 
 
Obr. 22 Difúzní cela dodávaná firmou Permegear, Inc. 
V této práci byl použit jiný typ horizontální difúzní cely (viz Obr. 23), průměr otvoru 
aparatury je 20 mm a objem obou cel je 50 ml. Difúzní cela je primárně určena pro měření 
difúze přes membránu, která je umístěna mezi „zdrojovou“ a přijímací“ celou. Membránou 
může být např. skleněný papír nebo kůže, která se používá při studiu penetrace léčiv přes kůži 
do organismu. 
 




Aby byla zajištěna těsnost, byla aparatura uprostřed uchopena mezi svorky (viz Obr. 24). 
 
Obr. 24 Svorka zajišťující těsnost difúzní cely 
6.3.2 Optimalizace metody difúzních cel pro měření gelových vzorků 
Měření v difúzních celách není primárně určeno pro měření difúze skrz gelové vzorky, 
ale přes membránu, jako je kůže, folie nebo skleněný papír. Byla připravena vhodná forma 
pro měření skrz polotuhé vzorky (viz Obr. 25). Pro tento účel byla vysoustružena teflonová 
forma s kruhovým otvorem o vnitřním průměru 20 mm a tloušťce 5 mm. Naplněním 
připraveného agarového gelu se vzorkem HK do otvoru formy byl připraven vzorek o přesně 
definovaném tvaru (viz Obr. 26).  
 





Obr. 26 Forma naplněná agarovým gelem se vzorkem HK 
6.3.3 Stanovení koncentrace difundující látky v aparatuře 
V přijímací části difúzní cely byla v průběhu experimentu průběžně měřena absorbance 
barviva methylenové modři pomocí optické vláknové sondy, která byla napojena na počítač 
s ovládacím softwarem, což umožnilo plné automatizování tohoto měření. Absorbance byla 
zaznamenávána po určitých předem zvolených časových intervalech pomocí softwaru Optics 
SpectraSuite. 
Během měření byla difúzní cela zapojena na termostat, který zajišťoval konstantní teplotu. 
Teplota byla nastavena na 30°C (viz Obr. 27). 
 
Obr. 27 Zapojení difúzní cely na termostat 
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Před vlastním měřením difúze v celách byly proměřeny roztoky methylenové modři, při 
hodnotě vlnové délky 665 nm, o koncentracích 0,0001 M; 0,0005 M; 0,001 M; 0,005 M 
a 0,01 M, ze kterých byla sestrojena kalibrační křivka (viz Obr. 28). 
 
Obr. 28 Kalibrační křivka absorbance roztoku methylenové modři při 665 nm 
6.3.4 Stanovení difúzních koeficientů v gelech 
Nejdříve byla měřena rychlost difúze v cele pouze přes agarosový gel. Jedna polovina byla 
naplněna 50 ml destilované vody a druhá polovina zásobním roztokem methylenové modři 
o koncentraci 0,01 M o stejném objemu. Oba roztoky byly míchány magnetickým míchadlem. 
Po třiceti minutách počítač zaznamenával absorbanci, ze které byl vypočítán difúzní 
koeficient. Tímto způsobem byly proměřeny všechny vzorky (HK, HKH, HKHF, HKNAFS, 
HKBISHK, HKRRMAF). 
Byla vybrána lineární část okamžitých absorbancí v čase u každého vzorku. Příklad 
závislosti je zobrazena na obrázku 24. Ze směrnic těchto závislostí byly vypočítány efektivní 
difúzní koeficienty (Def) podle vztahu (7) za předpokladu, že ε se rovná jedné. Výsledky 
koeficientů a látkového množství methylenové modři v hydrogelech po ukončení experimentu 
jsou uvedeny v tabulce č. 9. 
Z rozdílů efektivních difúzních koeficientů u vzorků je možné usuzovat na interakce mezi 
HK v gelu a difundující methylenovou modří. Tyto interakce ovlivňují rychlost difúze a tedy 
také hodnotu Def. Největší zpomalení difúze nastala u agarosového hydrogeulu s přídavkem 
vzorku HKL, zatímco u agarosového gelu s obsahem HKRRMAF došlo k nejmenšímu 
zpomalení. Podle výsledků celkového množství barviva v hydrogelech s obsahem HK, lze 
porovnat nasorbované množství methylenové modři na HK. Z experimentů vyplývá, 
že nejvíce barviva ulpívá na vzorcích HKNAFS a HKBISHK, což opět potvrzuje teorii, 
že se barvivo váže na sulfonové skupiny. Naproti tomu u vzorku HKL dochází k nejmenšímu 
vázání barviva na strukturu. Výjimkou je vzorek HKRRMAF, který sice obsahuje aromatické 




Obr. 29 Lineární část závislosti absorbance na čase při difúzi skrz agarosový gel 
se vzorkem HKL 
 
Tab. 9  Výsledky difúzních koeficientů a látkového množství methylenové modři v hydrogelech 
po difúzi 
vzorek Def (m2·s−1) Def HK/Def agarosa (%) mMM v gelu (g)  gMM/gHK 
Agarosa 9,60·10−10 100,0 9,52·10−5  
HKL 5,05·10−10 52,6 8,15·10−5 0,008 
HKH 6,84·10−10 71,3 1,51·10−4 0,015 
HKHF 7,61·10−10 79,3 1,26·10−4 0,013 
HKNAFS 5,75·10−10 60,0 2,29·10−4 0,023 
HKBISHK 6,30·10−10 65,7 5,03·10−4 0,050 
HKRRMAF 7,88·10−10 82,1 4,45·10−5 0,004 
6.4 Korelace difúzních koeficientů s ostatními charakteristikami vzorků 
Výsledky efektivních difúzních koeficientů methylenové modři v agarosovém gelu 
s přídavkem jednotlivých vzorků HK byly korelovány s následujícími charakteristikami HK: 
• se sorpční kapacitou k methylenové modři, 
• s celkovou kyselostí, 
• s atomárním poměrem O/C a 
• s obsahem popela vzorků HK. 
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Výsledky korelace jsou uvedeny na následujících obrázcích 30 – 33. Celkově se dá říci, 
že nebyla nalezena jednoznačná univerzální korelace mezi hodnotou difúzního koeficientu 
a žádnou ze studovaných vlastností obecně pro celou skupinu použitých vzorků HK. 
Nicméně, po rozdělení použitých vzorků HK do 3 skupin dle jejich základního charakteru 
(HKL, HKH+HKHF a vzorky se sulfonovými skupinami) lze odhadovat některé tendence. 
Závislost difúzního koeficientu na sorpční kapacitě vzorků naznačuje, že u vzorků 
se sulfonovými skupinami dochází k určitému poklesu difúzního koeficientu se vzrůstající 
sorpční kapacitou, tedy probíhající interakce ve vzorcích s barvivem zpomaluje proces sorpce. 
Přečištění vzorku pomocí kyseliny fluorovodíkové (HKH vs. HKHF) naopak způsobilo 
urychlení difúzního procesu i přes výrazné zvýšení sorpční kapacity vzhledem 
k difundujícímu barvivu. To naznačuje, že difúzní experiment může výrazně ovlivňovat 
množství minerální složky (popela) ve vzorku, co bude podrobněji ověřeno dále.  
 
Obr. 30 Závislost difúzního koeficientu na sorpční kapacitě HK 
Obrázek 31 ukazuje závislost difúzního koeficientu na celkové kyselosti HK, kde u vzorku 
HKNAFS, HKBISHK a HKRRMAF dochází se vzrůstající kyselostí ke zvyšování rychlosti 





Obr. 31 Závislost difúzního koeficientu na celkové kyselosti HK 
 
S klesajícím atomovým poměrem O/C rychlost difúze spíše klesá (viz Obr. 32), ovšem ani 
zde není žádná univerzální korelace prokazatelná. 
 
Obr. 32 Závislost difúzního koeficientu na atomovém poměru O/C v HK 
 
Na obrázku 33 je patrné již zmíněný pokles difúzního koeficientu se zvyšujícím 

























nicméně je nutné dodat, že pro prokázání všech zde diskutovaných závislostí by bylo nutné 
rozšířit prezentované experimenty na statisticky daleko významnější soubor vzorků. 
 





















Tato diplomová práce se zabývá studiem reaktivity huminových kyselin s využitím metody 
difúzních cel. Hlavní náplní práce bylo zjistit, jestli je metoda difúzních cel je využitelná při 
studiu vlivu reaktivity huminových kyselin na jejich bariérové vlastnosti, jestli se projeví 
rozdíly u huminových látek, které mají prokazatelně odlišné sorpční vlastnosti a jestli získané 
difúzní parametry jednoduše korelují se sorpčními (a dalšími) parametry použitých HK, nebo 
zda je ten vliv obecně složitější. 
Před samotnými difúzními a sorpčními experimenty bylo nutné všech šest vzorků 
podrobně charakterizovat tradičními instrumentálními technikami strukturní a fyzikálně-
chemické analýzy HK (elementární analýza, termogravimetrická analýza, stanovení kyselosti 
a spektrometrické metody). 
Z elementární analýzy bylo zjištěno, že chemická modifikace má velký vliv na obsah 
prvků ve struktuře huminových kyselin. Pravděpodobně nejstabilnější je vzorek HKH, jelikož 
ve své struktuře má nejvíce atomů uhlíku a vodíku. U vzorků HKNAFS, HKBISHK 
a HKRRMAF došlo vlivem navázaných sulfonových skupin k nárůstu množství atomů síry. 
Z termogravimatrické analýzy vyplývá, že nejvíce popela obsahuje lignitická HK 
z důvodu, že nebyla chemicky modifikována ani přečišťována. Zatímco vzorek HKHF 
má nejmenší množství popela, což způsobilo jeho přečištění kyselinou fluorovodíkovou. 
Při stanovení kyselosti bylo zjištěno, že největší celkovou a karboxylátovou kyselost 
má vzorek HKHF a nejnižší celkovou a karboxylátovou kyselost má vzorek HKNAFS. 
Kyslíky obsažené v lignitické HK, mohou být zabudovány také kromě kyselých funkčních 
skupin v nedisociujících nebo zásaditých skupinách. 
Podle hodnot ∆ log K, vypočítaných ze spekter UV−VIS, patří všechny vzorky mezi 
středně humifikované materiály. Z výsledků je patrné, že HKHF je nejvíce odolný vůči 
humifikaci (∆ log K = 0,78) a nejméně odolné jsou vzorky lignitické HK a HKRRMAF 
(∆ log K = 0,64). Opět se potvrdilo u vzorků HKNAFS, HKBISHK a HKRRMAF, 
že obsahují alifatické struktury získané sulfonací. 
Ve FTIR spektrech je vidět rozdílnost vzorků v oblasti 800 – 1 000 cm−1. U vzorku HKHF 
došlo při vlnočtu 1 000 cm−1 k poklesu popela, což pravděpodobně opět způsobilo promytí 
huminové kyseliny kyselinou fluorovodíkovou. Zatímco u lignitické HK je při 1 000 cm−1 
nejvýraznější pík, který znamená obsah nejvíce popela. Tyto závěry byly potvrzeny 
i ostatními metodami, pomocí kterých byly všechny vzorky charakterizovány.   
Ze sorpčních experimentů methylenové modři na suspenzi huminových kyselin vyplývá, 
že nejvíce sorbují vzorky HKNAFS a HKBISHK s poměry gMM/gHK rovnými 0,015 
a nejméně sorbuje vzorek HKL s poměrem rovným 0,006, což nám potvrzuje naše předchozí 
teorie, že barvivo se nejvíce váže na sulfonové skupiny a nejméně na lignitickou kostru HK, 
která nebyla nijak upravována. 
První část měření v difúzních celách probíhala pouze přes agarosový hydrogel bez obsahu 
huminových kyselin. Ze získaných hodnot koncentrací byla vybrána lineární část 




Následně měření probíhalo v difúzních celách přes agarosový hydrogel s obsahem každého 
vzorku huminových kyselin o přesně definovaných rozměrech (vnitřní průměr 20 mm 
a tloušťka 5 mm). I v těchto experimentech byly ze získaných hodnot koncentrací vybrány 
lineární části a ze směrnic závislostí byly vypočítány efektivní difúzní koeficienty uvedené 
v tabulce č. 8, které jsou nižší než efektivní difúzní koeficient vypočítaný z difúze pouze přes 
agarosový hydrogel, což naznačuje, že methylenová modř procházela pomaleji přes huminové 
kyseliny obsažené v agarosovém hydrogelu. Z poměru gMM/gHK v hydrogelu po difúzi lze 
usoudit, že nejvíce se barvivo vázalo na vzorek HKBISHK gMM/gHK = 0,050 a nejméně 
na vzorek HKL gMM/gHK = 0,008. 
Nebyla nalezena žádná univerzální korelace mezi některou ze stanovených charakteristik 
vzorků HK a difúzním koeficientem methylenové modři v agarosovém gelu s HK, nicméně 
výsledky naznačily jisté hypotetické tendence. Nejvíce prokazatelný se jeví být vliv popela, 
jehož větší obsah ve vzorku zpomaloval difúzi přes agarosový hydrogel s obsahem HK. Dále 
výsledky naznačují, že se vzrůstající kyselostí HK mírně vzrůstá rychlost difúze 
(nejprokazatelněji u sulfonovaných vzorků HK). A v neposlední řadě ze závislosti difúzního 
koeficientu na sorpční kapacitě lze vyčíst, že u vzorků s navázanými sulfonovými skupinami 
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9 SEZNAM ZKRATEK 
FK fulminové kyseliny  
FTIR Fourierova transformace infračervené spektroskopie 
HK  huminové kyselin 
HL huminové látky 
IR infračervená spektroskopie 
MM methylenová modř 
TGA termogravimetrická analýza 
UV ultrafialová oblast spektra elektromagnetického záření 


























10 SEZNAM SYMBOLŮ 
Symbol Význam symbolu Jednotka 
A plocha m2 
bc celková kyselost mol·kg−1 
cNaOH, cMM molární koncentrace látky mol·m−3 
c koncentrace roztoku g·l−1 
D difúzní koeficienty m2·s−1 
Def efektivní difúzní koeficient m2·s−1 
Dv difúzní koeficient v celém objemu roztoku m2·s−1 
F síla N 
l tloušťka membrány m 
mMM hmotnost organického barviva kg 
mHK hmotnost huminové kyseliny kg 
n iontový náboj  
p tlak Pa 
pKa zdánlivá disociační konstanta mol·kg−1 
T teplota K 
t čas s 
V, VNaOH, Vsusp objem m3 
x prostorová souřadnice, vzdálenost m 
α stupeň disociace  
β konstanta aparatury m−2, cm−2 
ε 
poměr koncentrací iontu v gelu a v roztoku 
na fázovém rozhraní  
 
